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Zur Frage nach der Beeinflussung der Wirkung 
von Medikamenten durch Lecithine. VI. 


Von 
D. M. Lawrow. 


(Aus dem pharmakologischen Laboratorium des medizinischen Instituts 
in Odessa.) 


(Eingegangen am 15, Juni 1925.) 


Vorliegende Mitteilung dient als Fortsetzung unserer vorher- 
gehenden Mitteilung V iiber dieselbe Frage'). In der Mitteilung V 
sind unsere Versuche tiber den EinflufB der Lecithine auf die akute 
Vergiftung von Kaninchen mit Morphium kurz beschrieben. Die 
Gabe von Lecithinen betrug 05g pro Lkg Kérpergewicht. Ein- 
gefiihrt wurden die Lecithine intraperitoneal und in die Vena jugularis, 
und zwar vor dem Injizieren des Morphiums, das in Dosen von 0,2 g 
Morphii muriatici pro 1 g Kérpergewicht angewandt wurde. Die Er- 
gebnisse von sieben Versuchen haben gezeigt, dab die Lecithine bei 
besagter Anwendung die Totalwirkung des Morphiums abschwachen 
was die entsprechenden Angaben von J. Nerking (1) und E. Han- 
schmidt (2) im allgemeinen genommen bestatigt. Dabei ist von uns 
konstatiert worden, da die abschwachende Einwirkung der Lecithine 
in bezug auf das Morphium auch bei intraperitonealen, sogar 2 bis 
4 Tage vor der Vergiftung gemachten Einspritzungen ziemlich bedeutend 
ausgedriickt ist. Bei der Ausfiihrung der weiter unten beschriebenen 
Versuche interessierte uns vorwiegend die Wirkung der Lecithine 
bei ihrer wiederholten subkutanen, vor der Morphiumanwendung ge- 
machten Einverleibung ebenso wie der EinfluB dieser Lipoide aut 
Morphiumvergiftung bei nachfolgendem, d. h. nach dem Vergiften 
vorgenommenen Injizieren derselben in die Venen (in die V. jugularis). 
Die Versuche wurden hauptsichlich an Kaninchen, teils auch an 
Hunden ausgefiihrt. Morphium wurde in verhaltnismaBig bedeutenden 
Dosen verwendet. Die mit Morphium vergifteten Tiere wurden wahrend 


1) Diese Zeitschr. 150, 177, 1924. 
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des Versuchs zwecks ihrer Beobachtung in einem isolierten Zimmer 
gehalten. Die Lecithine wurden von mir frisch aus Eigelb gewonnen 
und durch wiederholte Fallung aus Atherlésung mittels Aceton gereinigt. 
Die Morphium- und Lecithindosen werden pro 1 kg Kérpergewicht 
gerechnet. In Nerkings Versuchen wurde Morphium muriaticum den 
Kaninchen zu 0,03 bis 0,04 pro Kilogramm, den Hunden etwa 0,015 
eingefiihrt ; in Hanschmidts Versuchen bekamen die Hunde 0,01 bis 0,015 
pro Kilogramm. Unsere Versuche lassen sich in vier Gruppen einteilen : 
1. Versuche mit vorhergehender Einverleibung der Lecithine 
subkutan. 
2. Versuche mit vorhergehendem Injizieren der Lecithine intra- 
peritoneal. 
3. Versuche mit nachfolgender Einfiihrung der Lecithine intra- 
peritoneal. 
4. Versuche mit nachfolgender Einspritzung der Lecithine in die 
Vena jugularis. 
Die Tiere, die zu diesen Versuchen verwandt wurden, waren frisch, 
d. h. sie wurden keinen anderen Vergiftungen ausgesetzt. 


1. Versuche mit vorhergehender subkutaner Einfiihrung der Lecithine. 
Versuche 20 und 20a. 


Ein junges, frisches Hiindchen, Minnchen, Kérpergewicht = 4,5 kg, 
bekam Morphium muriaticum in der Gabe = 0,02 g pro 1 kg Kérpergewicht. 


7 Tage nach dem Kontrollversuch (Nr. 20) schritt man zu der Einfiihrung 
der Lecithine, subkutan taglich 0,1 g in der Form einer 10proz. Emulsion, 
was | Woche dauerte. Am siebenten Tage wurde Morphium gesondert ein- 
verleibt (Versuch 20a). 

Die Protokolle dieser Versuche wie auch aller iibrigen, werden weiter 
unten nur in wesentlichen Ausziigen angefiihrt. Darin werden der ur- 
spriingliche Zustand der Tiere und die wichtigsten Veranderungen, die in 
ihrem Allgemeinzustande statthatten, angegeben, wobei alles das, was 
unverandert blieb, des weiteren im Protokollitexte nicht mehr erwahnt wird. 





Versuch 20 (Kontrolle ). Versuch 20a (Lecithine). 

30 Minuten nach der Einfiihrung | Das Tier liegt fast unbeweglich auf 
des Morphiums: das Tier liegt der Seite, der Kopf auf dem Boden. 
auf dem Bauch fast unbeweglich, Die Augen sind geschlossen oder 
schlaft; der Kopf liegt seitwirts halb geschiossen. Atmung 18, 
auf dem Boden. Die Augen sind tief, etwas unregelmiBig. Die 
geschlossen, das Maul etwa halb | Schmerzreflexe sind schwach. Bis- 
geéffnet. Atmung 15 in der Mi- | weilen faihrt es zusammen, bis- 
nute, tief, gleichmaBig. Die weilen winselt es schwach. Das 
Schmerzreflexe sind schwach, das | BewuBtsein ist verdunkelt. 


BewuBtsein ist verdunkelt. Bis- 
weilen schligt das Tier die Augen 
ein wenig auf und hebt den Kopf. 
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Nach 3 Stunden: Atmung 10 bis 12, Atmung 12 bis 14. Bisweilen be- 


etwas unregelmaBig im Rhythmus. wegt sich das Tier von selbst, 

Dann und wann Zuckungen der die Hinterbeine etwaseinknickend, 

Hinterbeine. desgleichen bei schwacher Be 
unruhigung. 

Nach 4 Stunden: Atmung 15, stoB- Atmung 18, rhythmisch regelmaBig 

weise, tief. Oft lauft das Tier hin und her, 

von selbst und bei leichter Be- 

riuhrung. mit der Hand. Die 


Schmerzreflexe stellen sich wieder 
her; das Zusammendriicken des 
Schweifes mit den Fingern ver- 
anlaBt das Tier, sich umzuwenden 
und aufzustehen. In den Korridor 
des Laboratoriums gebracht, liuft 
es dort frei herum, hin und her 


taumelnd. 
Nach 6 Stunden: Liegt auf der Seite, Liegt auf dem Bauche, halt den 
schlaft oder schlummert tief. Kopf gerade, manchmal ihn auf 
die Seite neigend. Leichtes 


Schlummern, Léauft.im Korridor 
flink, fast normal. 
Nach 10 Stunden: Bewegt sich sehr Folgt richtig dem Rufe. 
wenig, nur durch die Hand be- 


unruhigt. 

Nach 12 Stunden: Macht, auf die Hat ein paar Stiickchen Fleisch 
Beine gestellt, ein paar Schritte gefressen. Nach einigem Hin- 
im Zimmer und legt sich hin. und Herlaufen im _ Korridor, 


kommt das Tier von selbst in das 
Zimmer, wo der Versuch angestellt 
wird, zuriick. 


Aus dem Protokoll des Versuchs 20a ist also ersichtlich, daB Lecithine 
bei unserem Versuchstier eine ziemlich betrachtliche abschwichende Be- 
einflussung der toxischen Wirkung von Morphium ausiibten. 


Versuche 18 und 18a. 
Frisches Hiindchen von 7,8 kg Kérpergewicht, sehr nervéses Weibchen. 
Morphium wurde subkutan zu 0,04 g verabreicht. Im iibrigen ist die Ver- 
suchsanordnung genau die, wie in den Versuchen 20 und 20a. 


Versuch 18. Versuch 18a. 


Nach 1 Stunde: Das Tier ist sehr | Dasselbe, mit Ausnahme von folgen- 
erregt. Es laiuft im Zimmer umher, dem: La&Bt sich streicheln, liegt 
wobei es sich jede 15 bis 20 Schritte beim Streicheln ruhig. Heult 
schwerfiallig niederlaBt, fast auf schwach und selten, lauft nicht 
den Bauch fallend, und so 30 bis so erregt umher, wie in Versuch 18. 
40 Sekunden und linger (bis zu 
einigen Minuten) liegen bleibt. 
Atmung ist beschleunigt,  Be- 
wuBtsein vollstandig verdunkelt. 
Das Tier ist sehr schreckhaft, 
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laBt nicht zu sich heran, 1Jabt 
sich nicht streicheln u. a. Das 
Maul ist ein wenig geéffnet, die 
Zungenspitze hingt heraus. Fiillt 
beim Liegen auf die Seite um. 

Nach 4 Stunden: LaBt sich haufiger 
und schwerfalliger auf lingere 
Zeit nieder, st6éhnt und winselt 
nicht sehr laut, fast ununter- 


brochen. Fiallt oft auf die Seite 
um, schlieBt die Augen und ver- 
fallt in Schlummer. 


Nach 6 Stunden: Liegt oft auf dem 
Bauche, sich auf die Seite neigend. 
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LaBt sich auf den Bauch nieder, 
nicht schwerfallig, ohne mit den 
FiiBen anzuschlagen. Fallt auf 


die Seite nur selten um, Maximum 
auf % bis 1 Minute. Die Augen 
sind offen, schlummert gar nicht. 
Irgendwelche Schreckhaftigkeit ist 
nicht wahrnehmbar, liegt ruhig, 
wenn es gestreichelt wird. Winselt 


leise, schwach. 


Geht ruhig im Zimmer umbher, sich 
selten auf 30 bis 40 Sekunden aut 























Schlummert mit halbgeschlossenen den Bauch  niederlassend, fast 
oder geschlossenen Augen. Geht normal, nicht schwerfallig. Kauert 
im Zimmer wenig herum. Legt sich manchmal nieder. Die Augen 
sich schwerfallig nieder. Ist sind offen, schlummert nicht. 
triage, schliafrig. 

Nach 10 Stunden: Bald sitzt das Im allgemeinen wie oben. 


Tier, bald liegt es auf dem Bauche, 
auf die Seite umfallend. 


In Versuch 18 hat sich der EinfluB der Lecithine nicht stark ge&iuBert, 
wohl deshalb, weil die Morphiumdose verhaltnism&Big ziemlich groB war. 
Doch waren bei diesem Versuche sowohl Cie Periode der Morphiumerregung 
als auch Cie folgende Periode der Morphiumprostration deutlich schwacher 
auscecriickt. 

Versuche 16, 16a und 16b. 


Frischer Hund, Miinnchen, Kérpergewicht = 4,7 kz, jung, ruhig, heiter. 
Morphium muriaticum wurde zu 0,06 2 pro 1 kg eingefiihrt. Die Versuchs- 
anordnung ist im allgemeinen dieselbe wie bei den vorhergehenden Ver- 
suchen. Bei dem Versuche l6a wurden die Lecithine zu 0,059, und bei 
Versuch 16b za 0,1 ¢ pro Lkg gegeben. 

Die durch eine fiir Hunde groBe Dose Morphium muriaticum wie 
0,06 g¢ pro 1 kg verursachte Vergift.mg wer, wie das nachstehende Versuchs- 
protokoll zeigt, scharf ausgedriickt. 


Versuch 16 (Kontrolle). 


Nach 45 Minuten, das Tier schliaft, auf dem Bauche liegend, den Kopf 
auf dem Boden. Dann und wann stellt es sich auf die Beine und bewegt 
sich ein wenig, unsicher, die Hinterbeine schleppend, mit dem Bauche 
den Boden beriihrend. Das Maul ist ein wenig geéffnet, die Zunge hangt 
etwas heraus. Bei Geriiuschen fihrt es schwach zusammen, wobei es zuweilen 
Atmung 24, gleichmaBig. Die Schmerzreflexe 
Nach 6 bis 7 Stunden dasselbe, 


den Kopf ein wenig hebt. 
sind schwach, das BewuBtsein verdunkelt. 
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der Schlaf aber geht in Schlhummer tiber. Nach 9 Stunden schlummert 
das Tier immer noch, liegt auf der Seite mit angeschmiegtem Kopfe; geht 
von einem Platz zum anderen, die Hinterbeine schleppend. Die Augen sind 
bald geschlossen, bald halb geschlossen oder offen. Bei fortgesetzter Beob- 
achtung, die 3 Stunden wihrte, waren keine besondere Verinderungen im 
Allgemeinzustande zu konstatieren. Am niichsten Morgen ist das Tier 
schreckhaft, geht unsicher, die Hinterbeine einknickend; nimmt keinen 
FraB. 
Versuch 16a (mit Lecithinen). 


Nach 6 Stunden riickt das Tier schon ziemlich oft von einem Platz 
zum anderen. Nach 8 Stunden schlumimert es schon nicht, die Augen sind 
offen, oft liuft es im Zimmer ziemlich frei umber, folgt dem Ruf sicher 
und richtig. Nachdem man es in den Korridor des Laboratoriums gelassen 
hat, lauft es dort flink und sicher herum. Das BewuBtsein ist teilweise 
nicht klar. Liegt haufig auf dem Bauche, manchma! auf kurze Zeit sich auf 


die Seite legend. FraB8 nimmt es nicht. Dieser Zustand dauert weiter 
2 Stunden an. Am anderen Tage ist das Tier lebhaft, keine Spur von 


Schreckhaftigkeit, bewegt sich normal, friBt gern. 


Versuch 166 (mit Lecithinen). 


7 Stunden nach der Einverleibung von Morphium bewegt sich der 
Hund im Zimmer, nachdem er auf Anrufen durch den Korridor, die Hinter- 
beine etwas einknickend gelaufen kam. Leichtes Kneifen der Haut mit 
den Fingern lenkt seine Aufmerksamkeit aut sich. Die Augen sind otfen, 
das Tier schlummert wenig, dreht den Kopf beim Anrufen um und sieht 
den Rufenden an. Zuweilen liegt es auf dem Bauche, selten aaf der Seite. 
Nach 8 Stunden bewegt es sich auf Anrufen im Zimmer, lauft im Korridor 
herum, wenig wankend, ohne die Beine einzuknicken. Fra nimmt es nicht. 
Das BewuBtsein ist teilweise nicht klar. Am nachsten Tage verhalt sich das 
Tier am Morgen normal, ist lebhaft, schmeichel]t sich an. 

Folglich war der bei den Versuchen I6a und 16b sich kundgebende 
abschwiichende EinfluB der Lecithine auf Morphium durchaus wahrnehmbar, 
ziemlich groB, besonders beziiglich der Morphiumwirkung auf die motorische 
Nervensphiare. 

Ahnliche Versuche wurden von uns auch an Kaninchen ausgefiibrt 
Speziell an fiinf einzelnen Kaninchen angestellte Versuche zeigten uns, dab 
eine einmalige Einfiihrung von Morphium bei den Kaninchen bei diesen 
gar keine erhéhte Widerstandsfahigkeit gegeniiber diesem Alkaloid ent- 
wickelt, was bei nachfolgenden Morphiumeinspritzungen statthiétte. Die 
Einfiihrung der Lecithine geschah auf dieselbe Weise wie bei den Hunden 
Man begann damit niimlich 1 Woche nach der Morphiumeinspritzung bei 
dem Kontrollversuche und setzte sie 1 Woche fort; den letzten Lecithintag 
wurde Morphium apart eingespritzt. Auch bei Versuchen an Kaninchen 
wurde Morphium muriaticum in verhaltnismaBig bedeutenden Dosen an- 
gewandt. Wie stark Morphium, in Dosen von 0,2 g Morphii muriatici ver- 
abreicht die geringsten bei den in Rede stehenden Versuchen , auf 
Kaninchen einwirkt, das ist aus Tabelle I zu ersehen. In dieser Tabelle 
werden die hauptsachlichen Angaben tiber den Allgemeinzustand det 
Kaninchen, denen bei den Versuchen 19, 21, 24 und 25 2u 0,2 g¢ Morphii 


muriatici verabreicht wurde, mitgeteilt. 
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Tabelle I. 





Versuchss Anzahl - 
N _ der Allgemeinzustand der Tiere 
ie Kaninchen 
19 3 Nach 7 Stunden: ein Tier bewegt sich nicht, zwei riicken selten ein 


wenig trage ein paar Schritte weiter. Alle liegen platt auf dem Boden 
schlafen, schwache Schmerzreflexe. 

21 3 Nach 6 Stunden: alle liegen platt auf dem Boden, hewegen sich sehr 
wenig, schwache Schmerzreflexe. Ein Tier bewegt sich nicht bei der 
Beruhrung mit der Hand, lat sich auf die Seite legen und verbleibt 
so 3 bis 4 Minuten und auch langer. Zwei machen, wenn sie bes 
unruhigt werden, schwach, triage ein paar Schritte. 

24 3 Nach 7 Stunden: liegen geduckt, bewegen sich nicht, schwache Schmerz: 
reflexe, schlummern, schlaten. Werden sie mit der Hand beunruhigt, 
so bewegen sie sich ein wenig Ein Kaninchen ft. 

25 1 Nach 7 Stunden: liegt platt, bewegt sich sehr wenig und triage. Schwache 
Schmerzreflexe, schlatt — schlummert. 


Nachstehende Versuche sind hier in extenso beschrieben; angegeben 
werden nur die im Allgemeinzustande des ‘lieres vor sich gehenden Ver- 
anderungen. Das tibrize wird als unveriindert bleibend auf zefaBt. 


Versuche 8 und 10. 


Bei diesen Versuchen wurden zwei Kaninchen benutzt ; ein junges Nr. 1 

und ein erwachsenes Nr. 2. Salzsaures Morphium wurde zu 0,3 g verabreicht 

eine verhaltnismaBig groBe Dosis. Die Lecithine wurden taglich zu 0,1 g 

einverleibt. Nach Einfiihrung von 0,1 x 7g Lecithin bei dem Kaninchen 

Nr. | erwies sich die Abschwiichung der Vergiftung etwas schwach (junges 
Tier!). Bei Kaninchen Nr. 2 wurde aber folgendes befunden: 


Versuch 8 (Kontrolle ). Versuch 10. 

Nach 30 Minuten: Atmung 12 bis Atmung 18 bis 22, oberflichlich. 
16, sehr oberflachlich; liegt hart LaBt sich nicht auf die Seite 
mit Bauch und Kopf am Boden, oder platt ausgebreitet hinlegen. 
laBt sich leicht flach ausbreiten Schmerzreflexe sind et was schwach 
und auf die Seite auf 2 bis 3 Mi- Das iibrige siehe Kontrolle. 


nuten legen. Bewegt sich selten, 
dabei sehr wenig und sehr triage. 
Schmerzreflexe (Ohren, Schweif) 
sind schwach. Schlaft — schlum- 
mert; die Augen sind halb ge- 


schlossen. 
Nach1% Stunden: Atmung 14 bis 20, Bewegt sich im Zimmer ziemlich 


oberflachlich und ungleichmiaBig. haufig und munter. Die Schmerz- 
Allgemeine hiufige Zuckungen. reflexe sind ein wenig schwach. 
Atmung 24 bis 32. 


Dasselbe, d. h. besagter Allgemein- 


Nach 4 Stunden: Dasselbe. 
zustand bleibt ohne Verinderung. 


Nach 8 Stunden: Bewegt sich sehr | Dasselbe. 
selten, wenig und triage; laBt sich 
ohne Widerstand auf die Seite 
legen und verbleibt so 1 bis 
2 Minuten. 
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Der Versuch wurde an denselben Kaninchen nach 2 Wochen wiederholt. 
Die Ergebnisse dieses Versuchs waren im allzemeinen dieselben wie bei 
dem Versuche 10, 

Versuche 13, 15 und Ida. 

Bei dem Versuche 13 bekamen drei Kaninchen subkutan zu 0,35 2 
morph, mur, pro 1 kg Koérpergewicht. Die Vergiftung trat scharf hervor, 
so daB die Tiere nach 7 Stunden noch hart mit Bauch und Kopf am Boden 
lagen, noch schliefen oder tief schhummerten, sich nicht weiter bewegten u. a. 
Nach 1 Woche begann die subkutane Einfiihrung der Lecithine zu 0,05 ¢ 
pro 1 kg Kérpergewicht, die 7 Tage dauerte, wonach eine Morphiumvergiftung 
folgte (Versuch 15). Die Lecithine beeinfluBten diese Vergiftung schwach:; 
die Beobachtung dauerte 9 Stunden. Nach Verlauf von 2 Wochen wurde 
der Versuch wiederholt, verabreicht wurden 0,1 g Lecithine pro 1 kg. 
Auch bei diesem Versuche (15a) erwies sich der Einflu8 dieser Lipoide 
auf die Wirkung des Morphiums schwach: die Morphiumgabe war gro! 


Versuche 17, 17a und 17b. 


Zu diesem Versuche wurden zwei erwachsene Kaninchen verwandt. 
Bei dem Versuche 17 (Kontrolle) wurden 0,25 z Morph. mur. subkutan 
eingefiihrt, die Beobachtung dauerte 8 Stunden. Die Vergiftung war 
ziemlich stark, Nach 6 Stunden sind die Kaninchen noch sehr apathisch, 
schlafen — schlummern, liegen geduckt, bewegen sich immer noch sehr wenig, 
die Schmerzreflexe sind sehr schwach. Nach 7 Tagen bekamen die Kaninchen 
wihrend 1 Woche taglich subkutan 0,05g Lecithine, worauf eine zweite 
Morphiumvergiftung vorgenommen wurde (Versuch 17a). 1 Woche nach 
dem Versuche 17a wurde eine genau solche Einfiihrung von Lecithinen 
zu 0,1 g unternommen, die auch 7 Tage dauerte, worauf gleichfalls (wie oben) 
die dritte Vergiftung folgte (Versuch 17b). 

Der Versuch 17b wurde nur an einem Kaninchen ausgefiilrt, da ein 
Versuchstier, wie es sich nach Vollendung des Versuchs 17a herausstellte, 
krank war. Das Tier wurde getitet und obduziert; bei ihm wurde akute 
Entziindung der rechten Lunge mit Pleuritis und eiternde Pericarditis 
festgestellt. 


Versuch 17 (Kontrolle ). Versuch 17b (Lecithine). 

Nach 2 Stunden: Atmung 24; liegt | Sitzt niedergeduckt. Atmung 32 
flach am Boden. Das Tier bewegt bis 36, gleichmaBig. Bewegt sich 
sich sehr wenig und selten, triige, nicht selten ein wenig im Zimmer, 
laBt sich auf 2 bis 3 Minuten den Boden beschnuppernd, Labt 
platt hinlegen. Die Schmerz- sich weder auf die Seite, noch 
reflexe sind schwach, die Augen flach ausgestreckt hinlegen. Beim 
halb geschlossen, schlaft — sehlum- Zusammendriicken des Schwanzes 
mert. mit den Fingern geht es weg. 

Die Augen sind offen, sch}ummert 
wenig. 

Nach 5 Stunden: Bald liegt das Tier, | Sitzt, bewegt sich oft normal im 
bald sitzt es. La&Bt sich nicht Zimmer, schlummert nicht. Halt 
platt ausgebreitet oder auf die den Kopf normal, die Augen sind 
Seite hinlegen. offen. Die Schmerzreflexe sind 


fast normal. 
Nach 8 Stunden: Bewegt sich triage, | — — — 
selten und wenig. 
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Die toxische Wirkung des Morphiums erwies sich also bei dem Ver- 
suche 17b bedeutend abgeschwicht durch die Lecithine. 


Versuche 19 und 19a, 

Die Versuchsanordnung ist im allgemeinen dieselbe, wie bei den vorher- 
gehenden Versuchen. Morphium muriaticum wurde zu 0,2 g, die Lecithine 
zu 0,lg im Laufe von 6 Tagen eingefiihrt. Die Beobachtungen dauerten 
je 14 Stunden. Verwandt wurden zwei Kaninchen. 


Versuch 19 (Kontrolle ). 
Kaninchen Nr. i. 

Nach 2 Stunden: Atmung 32, liegi 
hart am Boden, bewegt sich nicht 
fort. Die Schmerzreflexe sind 
schwach. Leichtes Aufzucken des 
ganzen Koérpers. Schliti schlum 
mert, die Augen sind halb ge 


schlossen. 


Nach 4 Stunden: Bisweilen bewegt 
das Tier den Kopf von Seite zu 
Seite. Bewegt sich wenig, selten 
und trage. 


Nach 8 Stunden: Bei Beunruhigung 
mit den Handen (Vefsuche, es auf 
die Seite zu legen u. dgl.) bewegt 
es sich wenig (auf einige Schritte), 
trage. 

Nach 11 Stunden: Sitzt niederge 
duckt, die Augen sind offen. 

Kaninchen Nr. 2. 

Nach 2 Stunden: Atmung 18, liegt 
hart am Boden, laBt sich auf 
11, bis 2 Minuten auf die Seite, 
auf 2 bis 24, Minuten platt aus- 
gebreitet hinlegen. Die Schmerz 
reflexe sind schwach. Selten be- 
wegt sich das Tier ein wenig, triage, 
sowohl von selbst als auch dann, 
wenn es beunruhigt wird. Schlaft, 
schlummert, die Augen sind halb 
geschlossen, 

Nach 4 Stunden: L&Bt sich auf dic 
Seite legen und bleibt so '%, bis 
1 Minute. 

Nach 8 Stunden: Atmung 24. 


Nach 12 Stunden: Im allgemeinen 
fast dasselbe. 


Versuch 19a (Lecithine ). 


Bewegt sich selbstandig ein wenig 


im Zimmer umher. Bei maBiger 
Beunruhigung (beim Versuche, es 
auf die Seite oder platt ausge- 
breitet hinzulegen) liiuft es ziem- 
lich schnell weg. Die Schmerz 
reflexe sind ein wenig schwach. 
Bisweilen schlummert es mit halb 
geschlossenen Augen. 


Bewegt sich oft selbstiindig im 


Zimmer. Beim Zusammendriicken 
des Schwanzes oder des Pfétchens 
mit den Fingern geht es ziem- 
lich rasch weg. 


Sitzt normal, schlummert nicht; 


die Augen sind offen. Geht im 
Zimmer flink umbher. 


Dassel be. 


Atmung 24, sitzt niedergeduckt. Die 


Schmerzreflexe sind ein wenig 
schwach. Schlummert, die Augen 
sind offen. Bewegt sich von selbst 
selten, beunruhigt, entfernt es 
sich ziemlich fix. LaBt sich nicht 
auf die Seite oder platt aus- 
gebreitet hinlegen. 


Dasselbe. 


Sitzt geduckt, schlummert nicht. 


Von selbst bewegt sich das Tier 
etwas zu wenig. 


Besondere Veranderungen sind nicht 


wahrnehmbar. 
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Bei besagten Versuchsverhaltnissen war der EinfluB der Lecithine auf 
die Intoxikation des Kaninchens Nr. 1 ziemlich bedeutend; auf die des 
Kaninchens Nr. 2 aber obwohl deutlich wahrnehmbar, so doch etwas schwach. 

In Tabelle II sind die Ergebnisse der oben beschriebenen Versuche 
zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Versuchs: 1 Anzahl ne Lecithine Die Beeinflussung der Wirkung 
. iere - Morphium 

Nr. _ der Tiere — kg pro 1 kg des Morphiums durch Lecithine 

20a Hund l 0.02 01 7 bedeutende Abschwachung der 


Wirkung von Morphium 


18a = l 0.04 0.1 7 etwas schwache 

l6a . l 0.06 0.05 x 7  bedeutende 

16b ae l 0.06 0.1 7 bedeutende 

10 Kaninchen 2 0.3 0.1 7 l. etwas schwache, 2. bedeutende 
15 a 3 0.35 0.05 x 7 nicht wahrnehmbar 

l5a % 3 0.35 0.1 & 7 nicht wahrnehmbar 

l7a - 2 0.25 0.05 x 7 | schwache 

l7b l 0,25 01 7 ~=bedeutende 

19a 2 0.2 Ol x6 1. bedeutende, 2. etwas schwache 


Tabelle I] zeigt, dal 

1. die vorhergehende, wiederholte, subkutane Einverleibung der 
Lecithine auf die allgemeine toxische Wirkung des Morphiums bei Kaninchen 
und Hunden einen abschwiichenden EinfluB ausiiben kann. Diese Wirkung 
iritt bei Hunden offenbar haufiger und bedeutender hervor als bei Kaninchen, 

2. Bei der Verwendung von betriachtlichen Morphiumdosen, wie 2. B. 
0.35 ¢ bei den Kaninchen, beeinflussen die weiter oben angegebenen Lecithin- 
gaben die in Rede stehende Intoxikation, in den besagten Grenzen der 
Beobachtungszeit wenigstens, nicht (s. Versuche 15 und l5a). 

3. Der zu untersuchende Einflu®8 der Lecithine hiangt gewissermaBen 
auch von der Individualitat des Tieres ab (s. Versuche 10 und 19a), 

Eine derartizge Anwendung der Lecithine sollte bei chronischer Morphiam.- 
vergiftung auch des Menschen durchgepriitt werden. 


2. Vorhergehende Einverleibung der Lecithine in die Bauchhdhle. 

In unserer vorigen Arbeit!) haben wir darauf hingewiesen, da® die 
vorhergehende Einfiihrung der Lecithine bei Kaninchen, niimlich intra- 
peritoneal, unseren Versuchen gemitB die toxische Wirkung des Morphiums 
scharf abschwiacht. Hier werden einige ahniliche Versuche beschrieben, 
wobei in zwei Versuchen mit fiinf Kaninchen geringere Lecithinmengen 
angewandt wurden als bei den Versuchen von 1924. 

Den Kaninchen wurde Morphium muriaticum zu 0,2 g¢ pro I kg, dem 
Hunde zu 0,02¢ pro 1 kg subkutan eingefiihrt. Lecithine wurden in det 
Form einer 10proz. Emulsion (die Dosis wird auch pro 1 kg berechnet) 
injiziert. Die Lecithingaben werden auch pro 1 kg gerechnet. 

Versuche 19 und 19c. 
Dem Kaninchen wurden 2 Tage hintereinander Lecithine zu 0,2 2 


pro 1 kg in die Bauchhéhle eingefiihrt. Am dritten Tage wurde Morphium 
injiziert, (Versuch 19c), angestellt 2 Wochen nach dem Kontrollversuche. 


1) Diese Zeitschr. 150. 
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Versuch 19 (Kontrolle ). Versuch 19 c. 

Nach 3 Stunden: Liegt hart am | Atmung 24 bis 30; bewegt sich nicht 
Boden, schlaft schlummert, be- selten selbstandig im Zimmer 
wegt sich fast nicht; die Schmerz- | umher. Bei Versuchen, das Tier 
reflexe sind schwach. LaBt sich auf die Seite zu legen, striiubt 
auf 1 bis 14% Minuten platt aus- | dieses sich normal. Wird es mit 
gebreitet hinlegen. Die Augen der Hand beunruhigt, so geht es 
sind halb geschlossen, Atmung 14. ziemlich fix weg. Schlummert 


nicht, die Augen sind offen. Die 
Schmerzreflexe sind ein wenig 
schwach., 


Nach 7 Stunden: Atmung 18 bis 22. | Sitzt normal. Bewegt sich oft selb- 
Bewegt sich selten, triage, wenig. stiindig. Sitzend regt es den Kopf, 


beschnuppert den Boden. Beim 
Aufdriicken auf den Schwanz ode 
die Pfitchen geht es schnell weg. 


Nach 10 Stunden: Bewegt sich bis- Geht fix im Zimmer umbher; friBt 
weilenselbstindig triige,ein wenig; Apfelschalen, ein wenig Hafer. 


bewegt sich auch, wenn es be- 
unruhigt wird. 


Der Versuch zeigt also eine bedeutend abschwachende Wirkung der 
Lecithine auf die Intoxikation. 


Versuche 28 und 28a. 


Drei Kaninchen wurde 2 Tage nacheinander je 0.1 g Lecithin in- 
jiziert ; am dritten Tage bekamen sie Morphium. Der Einflu8 der Lecithine 
trat schwach hervor. Nach 1 Monat bekamen zwei dieser Kaninchen 
0,2 g Lecithin und 4 Stunden hernach Morphium subkutan (Versuch 28), 
Schon nach 3 Stunden bewegen sich diese beiden Kaninchen selbstindig 
ziemlich fix, obwohl sie das nicht oft tun und meistens in liegender Stellung 
verbleiben. Sie liegen mit offenen Augen, schlummern wenig. Nach 
6 Stunden bewegen sie sich selbstindig hiufig, jedoch etwas mehr triige 
als im Normalzustand. Folglich kam bei diesem Versuche der EinfluB der 
Lecithine auf die Wirkung des Morphiums zum Vorschein, jedoch nur in 
mittlerem Grade. 

Versuch 20 und 23a. 

Einem Hunde wurden Lecithine zweimal je 0,2g¢, und zwar 2 Tage 

und 1 Tag vor der Einfiihrung des Morphiums injiziert. 


Versuch 20 (Kontrolle ). Versuch 23a (Lecithine). 

Geht meistenteils im Zimmer umher, 
die Hinterbeine etwas einknickend. 
Legt sich oft ein wenig auf % bis 
1 Minute auf den Bauch nieder. 


Nach 2 Stunden: Das Tier liegt auf 
dem Bauche, stellt sich nicht auf 
die Beine, bewegt sich nicht. Der 
Kopf liegt ; es schlaft oder schlum- 


mert tief; die Augen sind ge- | L&aBt man das Tier inden Korridor, 
schlossen, das Maul ist ein wenig | so lauft es dort fix herum. Die 
aufgesperrt. Atmung 14, tief, Schmerzreflexe sind etwas 
gleichmaBig. Die Schmerzreflexe | schwach. Reagiert auf Geriusch, 
sind schwach,. Das BewuBtsein ist das BewuBtsein ist verdunkelt. 


verdunkelt. Schlummert von Zeit zu Zeit. 
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Nach 4 Stunden: EinigermaBen we- Legt sich selten etwas _ nieder, 
sentliche Veranderungen bleiben schlummert wenig, ]iBt sich selten 
aus, auf die Seite nieder. 

Nach 10 Stunden: Macht bisweilen Geht im Zimmer und lauft im 
ein paar Schritte und legt sich Korridor beinahe normal] herum. 


nieder. 
Nimmt keinen Fra’. Nimmt keinen FraBb. 
Folglich lieB sich bei dem Versuche 23a eine -bedeutende Belebung der 
motorischen Sphiare und eine merkliche auch der Schmerzreflexe beobachten. 
Das BewuBtsein blieb verdunkelt. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle ITI zusammengestellt. 


Tabelle 111. 





Ver. = Morphium Lecithine 
: ~~. s*©| muriaticum Beeinflussung der Morphium: 
suchs- Tiere N2Y . 
; cv pro lkg pro lkg Eins wirkung durch Lecithine 
Nr. ie ‘ g fuhrungsweise 
/ 
19e Kanins l 0.2 0.2 « 2*) | intraperitoneal bedeutende Abschwachung der 
chen 2 und 1 Tag vor Morphiumwirkung 
28a e 3 02 0.1 % 2*))| intraperitoneal schwache Abschwachung der 
2 und 1 Tag vor Morphiumwirkung 
28 aa a 2 02 02 intraperitoneal mittelmaBige Abschwachung der 
4 Stunden vor Morphiumwirkung 
23a Hund ] 0.02 0.2 % 2*) intraperitoneal bedeutende Abschwachung der 
2 und | Tag vor Morphiumwirkung 


*) Gesamtmenge im Verlauf von 2 Tagen. 


Aus Tabelle III geht hervor, daB 1. die vorhergehend in die Bauchhdéhle 
eingefiihrten Lecithine die Wirkung des nachfolgend injizierten Morphiums 
bedeutend abzuschwachen imstande sind, 2. Diese Einwirkung der Lecithine 
kann sogar bei ihrer einige Stunden vor der Vergiftung erfolgten Ein- 
verleibung in Dosis 0,2 g pro 1 kg stattfinden. 


3. Nachfolgende Einfihrung der Lecithine in die Bauchhohle, 

Die Versuche wurden an vier Kaninchen angestellt. Die Lecithine 
fiihrten wir in die Bauchhéhle eine Stunde nach der Morphiuminjizierung 
in Gabe von 0,2 g pro 1 kg ein. Die Lecithinversuche wurden 2 Wochen 
nach den Kontrollversuchen ausgefiihrt. Morphium muriaticum wurde 
ebenfalls pro 1 kg gerechnet. 


Versuche 19 und 19d. 
Dem Kaninchen wurde Morphium muriaticum zu 0,2g pro Ikg 
injiziert. 


Versuch 19 (Kontrolle ). Versuch 19d (Lecithine ). 
Nach 2 Stunden: Atmung 32, ober- Atmung 32 bis 36. Sitzt geduckt. 
flichlich. Liegt hart am Boden. Oft bewegt sich das Tier von 
Wird das Tier beunruhigt, so | selbst in Spriingen auf einige 
hewegt es sich selten, triage. Von | Schritte. Schlummert, die Augen 
selbst bewegt es sich nicht. Die | sind halb geschlossen ; dieSchmerz- 


Schmerzreflexe sind schwach. Die reflexe sind etwas schwach. 


Augen sind geschlossen, halb 
geschlossen, schlaft — schlummert. 
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Nach 4 Stunden: Bewegt den Kopf Bald sitzt das Tier, bald liegt es. 


dann und wann von Seite zur Schlummert wenig. Bei leichter 
Seite. Beunruhigung Jiuft es fiinf bis 


zehn Schritte weg. Eia Driicken 
des Schwanzes und der Pfitchen 
wird sichtlich empfunden.  FriBt 
Apfelschalen. 
Nach 6 Stunden: Fast ohne Ver- Bewegt sich oft vor selbst. 
anderung. 
Nach 9 Stunden: Fast ohne Ver- Dasselbe. 


ainderung. 


Versuche 21 und 21b. 
Ein Kaninchen. Die Anordnung ist dieselbe wie die des vorhergehenden 


Versuchs. 


Versuch 21 (Kontrolle ). Versuch 21b (Lecithine). 

Nach 4 Stunden: Liegt hart am Das Tier sitzt, bisweilen liegt es 
Boden; Atmung 26. Schlift Atmung 30. Schlummert leicht. 
schlummert, bewegt sich fast gar Die Schmerzreflexe sind etwas 
nicht. LaBt sich platt hinlegen und schwach. Beunruhigt, bewegt es 
bleibt so liegend 1 bis 14, Minuten. sich langsam, etwas triige. 


Die Schmerzreflexe sind schwach. 
Die Augen sind halb geschlossen. 


Nach 6 Stunden: Bei leichter Be- Bewegt sich oft selbstandig.  Be- 
unruhigung bewegt sich das Tier unruhigt, geht es leicht, fix fort. 
triage, wenig, zwei bis drei Schritte Die Augen offen. Die Schmerz 
weit. reflexe sind ein wenig schwach. 

Nach 8 Stunden: Fast dasselbe. Geht oft von selbst im Zimmer her- 

um, 

Nach 10 Stunden: Fast dasselbe. Die Schmerzreflexe sind fast normal. 


Versuche 15 und lia. 

Zwei Kaninchen wurde Morphium muriaticum zu 0,35 g gegeben. 
Die Vergiftung war bei diesen Versuchen schwer. So liegen die Tiere sogar 
nach 8 Stunden platt ausgestreckt, Atmung von 12 bis 18, oberflichlich; 
sie bewegen sich selten, wenig, triage. 


Die Ergebnisse dieser drei Versuche sind in Tabelle IV) zusammen- 





gestellt. 
Tabelle IV. 
Morphium 
Versuchss Tiere Anzahl muriaticum Beeinflussung der Morphiumwirkung durch 
Nr. = der Tiere pro 1 kg Lecithine 
& 
19d Kaninchen l 0.2 bedeutende Abschwachung der Morphium 
wirkung 
21b & l 0.2 dasselbe 
l5a a 2 0.35 schwache Wirkung 


Folglich sind die den Kaninchen nach der Morphiuminjizierung intra- 
peritoneal eingefiihrten Lecithine imstande, eine bedeutende Abschwachung 
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der Intoxikation zu erzeugen, wenn die Morphiumdosis nur nicht verhiltnis- 
miaiBig zu groB ist (s. Versuch l5a). 

Diese Versuche werden von uns eingehender bearbeitet zwecks Fest- 
stellung der Anwendbarkeit gegebener, intraperitoneal einzufiihrender 
Lipoide zur Hilfeleistung bei Morphiumvergiftungen, 


4. Versuche mit Einverleibung der Lecithine in die Vena jugularis. 

Hanschmidts an Hunden ausgefiihrte Versuche mit vorhergehender, 
d. h. vor der Morphiumvergiftung ausgefiihrter Lecithineinspritzung 
in die Vena jugularis haben gezeigt, dab die Lecithine abschwichend 
auf diese Vergiftung wirken. Unsere in dieser Zeitschrift (150, 177) 
gebrachten Versuche bestatigen das. Die von uns ausgefiihrten, weiter 
unten beschriebenen Versuche unterscheiden sich von solchen Han- 
schmidts wesentlich dadurch, dali die Lecithine dabei nach der Ver- 
giftung injiziert wurden. Die Kontrollversuche wurden 2 Wochen vor 
den Lecithinversuchen angestellt. Morphium muriaticum wurde sub- 
kutan eingefiihrt. Die Lecithineinverleibung geschah in dér Form von 
10proz. Emulsion | bis 2 Stunden nach der Morphiuminjizierung unter 
Athernarkose, damit die Operation selbst, obwohl sie eine leichte ist, 
keine Erregung des durch Morphium deprimierten Zentralnerven- 
systems auslése. In der Regel befanden sich die Tiere vor der Ein- 
verleibung der Lecithine unter dem EinfluB des Morphiums in einem 
Zustande von tiefer Narkose. Spezielle Kontrollversuche mit Einfiihrung 
unter solchen Bedingungen von physiologischer Kochsalzlésung statt 
der Lecithinemulsion haben gezeigt, daB die in Rede stehende Operation, 
mit Beobachtung besagter MaBnahmen ausgefiihrt, an und fiir sich 
keine Belebung bei Morphiumvergiftungen hervorrufen kann. 

In den nachstehend geschilderten Versuchen werden die Morphium- 
und Lecithindosen pro 1 kg Kérpergewicht des Tieres gerechnet. Auch 
zu diesen Versuchen wurden frische Tiere benutzt. 


Versuche 15 und lida. 
Dem Kaninchen wurden 0,35 g Morph. muriatici eingefiihrt [Versuch 15 
(Kontrolle)]; nach 2 Wochen bekam es genau so viel Morphium und nach 
1 Stunde 0,1 g Lecithin [Versuch l5a (Lecithin)]. 


Versuch 15. Versuch lia, 


Nach 1 Stunde: Atmung 12; liegt,  Injizierung von Lecithinemulsion, 
Bauch und Kopf platt auf dem 
Boden; JaBt sich leicht auf die 
Seite legen und verbleibt so 5 und 
mehr Minuten. Schlaft, bewegt 
sich nicht von der Stelle. Die 
Schmerzreflexe sind  schwach., 
LaBt sich leicht platt hinlegen 
und andert die Lage 5 und mehr 


Minuten nicht. 
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Nach 4 Stunden: Atmung 18; be- 
wegt sich bisweilen etwas triage. 
Kann auf die Seite und _ platt 
ausgebreitet auf 2 bis 3 Minuten 
hingelegt werden. 


Nach 8 Stunden: Atmung 24 bis 27. 
LaBt sicn weder auf die Seite, 
noch platt ausgebreitet hinlegen. 


Liegt, den Leib knapp am Boden, 
schlaft —schlummert. Bisweilen 
bewegt sich das Tier ein wenig, 
trage, La&Bt sich nicht auf die 
Seite, 1aBt sich nicht platt aus- 
gebreitet hinlegen. Atmung I8. 


Atmung 24, im iibrigen dasselbe. 


Versuch 19 und 19b. 


Das Kaninchen bekam 0,2g Morphium muriaticum; die Lecithine 
wurden nach 2 Stunden eingefiihrt; Gabe = 0,2 ¢g. 


Versuch 19 (Kontrolle ). 


Nach 3 Stunden: Liegt hart am 
Boden, schilaft. Atmung 32. 
Schwache Schmerzreflexe. Dann 
und wann bewegt sich das Tier 
trige, ein wenig. 


Nach 6 Stunden: Atmung 36. 


Nach 10 Stunden: Bei Beunruhigung 
riickt es ein wenig, trage ein paar 


Schritte weiter. Aus eigenem 
Antrieb bewegt es sich fast gar 
nicht. 


Versuche 2 


Versuch 19b (Lecithine ). 


1 Stunde nach der  Lecithinein- 
spritzung') sitzt das Tier, bewegt 
oft den Kopf, andert oft den Platz, 
indem es sich im Zimmer in 
Spriingen bewegt. Bei leichter 
Beunruhigung (Quetschen des 
Schwanzes u. a.) geht es rasch 
weg. Die Schmerzreflexe sind 
etwas unter der Norm. Schlum- 
mert zuweilen ein wenig mit halb 
geschlossenen Augen. 

Sitzt normal mit offenen Augen. 
Schmerzreflex normal. 

Dasselbe. 


und 25a. 


Die Versuchsanordnung ist die nimliche wie bei den vorhergehenden 


Experimenten. 


Versuch 25 (Kontrolle ). 


Nach 4 Stunden: Liegt flach aus- 
gebreitet, schlaft — schlummert. 
Bewegt sich sehr selten und wenig, 
trige. Atmung 18, gleichmaBig, 
oberflachlich. 


) 


Versuch 25a (Lecithine ). 


2 Stunden nach der Lecithinein- 
einspritzung*): Liegt platt aus- 
gestreckt; bewegt sich oft aus 
freiem Antrieb, etwas trie. Ver- 
sucht man, es auf die Seite zu 
legen, so striubt es sich energisch 
und geht weg. Atmung 24, einiger- 
maBen oberflichlich. Schlum- 
mert ein wenig. 


3 Stunden nach der Morphiuminjektion. 


2) = 4 Stunden nach der Morphiuminjektion. 
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Nach 6 Stunden: Atmung 24. Be- 
unruhigt, sich das Tier 
trage und wenig. Die Augen sind 
halb geschlossen. 


bewegt 


| 
| 


Nach 8 Stunden: Das Tier bewegt 
sich aus freiem Antrieb wenig, 
trage, den Bauch schleppend. Die 


Schmerzreflexe sind ein wenig 
schwach., 
Nach 10 Stunden: Fast dasselbe. | 


Versuche 2 


Nach 4 Stunden: Atmung 24, ober- 
flachlich, unregelmiBig. Liegt 
hart am Boden. Schlaft schlum- 
mert tief. Die Augen sind ge- 
schlossen oder halb 
LaBt sich hinlegen: auf die Seite 
auf 2 bis 3 Minuten, platt aus- 
gebreitet auf 14% bis 2 Minuten. 
Von selbst bewegt es sich nicht, 
beunruhigt, bewegt es sich sehr 


geschlossen. 


wenig. 

Nach 6 Stunden: Kann auf 
die Seite gelegt, noch platt aus- 
gebreitet hingelegt werden. 


weder 


Nach 8 Stunden: Etwas schwache 
Schmerzreflexe. Bald sitzt das 
Tier, bald liegt es platt am Boden. 
Von selbst bewegt es sich wenig, 
selten, triage; ebenso bei Be- 
unruhigung. Die Augen sind 
meistenteils geschlossen,. 


Nach 10 Stunden: Fast dasselbe. 
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Bald sitzt das Tier, bald liegt es. Be 


wegt sich oft im Zimmer umbher, 
lebhaft. Schlaft nicht,schlummert 
nicht. Die Augen sind ganz offen. 
Bewegt oft den Kopf, friBt Apfel 
schalen. Die Schmerzreflexe sind 
etwas schwiicher als in normalem 
Zustande, 
Dasselbe. 


Dasselbe. 


und 24a. 


Liegt hart am Boden, ,schlummert 
mitunter. Die Augen sind halb 
geschlossen. Aus freiem Antrieb 
bewegt sich Tier wenig, 
leicht beunruhigt, hingegen fix. 
Die Schmerzreflexe sind etwas 
schwach, treten aber deutlich 
hervor. 


das 


Bald sitzt es, bald liegt es. Dann 
und wann bewegt es sich von 
selbst. Schlaft nicht, schlummert 
nicht. 

Bewegt sich aus freiem Antriebe fix. 
Die Augen sind offen.  Sitzt. 

Dasselbe. 


Versuche 20 und 20b. 


Dem Hunde wurden 0.02 ¢ Morph. muriat. eingespritzt; die Lecithin- 
dosis zu 0,2 g war eine Stunde nach der Vergiftung eingefiihrt. 


Versuch 20 (Kontrolle ). 


Nach 4 Stunden: Liegt, Kopf auf 

dem Boden, seitwirts. Die Augen 
Mau! ist 
Schlaft, Bewegt 
Die 


sind geschlossen, das 
etwas gedffnet. 
sich nicht. Atmung 15, tief. 


Versuch 20b (Lecithine ). 


( 3 Stunden nach Lecithin- 
einspritzung. ) 

Liegt auf dem Bauche, schlummert ; 
Atmung 18, tief. Lauft oft hin 
und her, ziemlich muntere, 
Schmerzreflexe etwas schwach; 
ein Quetschen des Schwanzes mit 
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Schmerzreflexe sind schwach. Bis- Fingern zwingt das Tier, auf- 
weilen hebt es den Kopf. Das zustehen und sich umzuwenden. 
BewuBtsein ist verdunkelt. Die Augen sind offen, bisweilen 


halb geschlossen. In den Korridor 
velassen, liiuft das Tier mutwillig, 
ein wenig von Seite zur Seite 


wankend. Das BewuBtsein ist 

verdunkelt. 
Nach 8 Stunden: Angerufen, zuckt Bald geht es im Zimmer umher, bald 
das Tier zusammen. liegt es auf dem Bauche. Léauft 


fix im Korridor herum, ohne zu 
taumeln. 


Nach 12 Stunden: Schlummert. Auf Hat ein wenig Fleisch gefressen. 
die Beine gestellt, macht das Tier Bald Jauft es im Zimmer umher, 
ein paar Schritte und legt sich bald liegt es auf dem Bauche. 
nieder, Das BewuBtsein ist ziemlich 


verdunkelt. 


Versuche 23 und 23a. 


Hund, die Anordnung ist die des vorhergehenden Versuchs. 


Versuch 23 (Kontrolle ). Versuch 23a (Lecithine ). 

Nach 6 Stunden: Liegt auf der Seite, Liegt auf dem Bauche, die Augen 
schlaft, die Augen sind = halb sind offen, winselt mitunter 
geschlossen. Bisweilen macht sich schwach. Geht oft im Zimmer 
das Tier auf sehr kurze Zeit auf umher. In den Korridor hinaus- 
und winselt schwach. Dann und gelassen, lauft das Tier ziemlich 
wann bewegt sich das Tier ein fix, etwas taumelnd umher. An- 
wenig, indem es kriecht. Die gerufen, sieht es sich um, nahert 
Schmerzreflexe sind abgeschwiacht. sich ein wenig dem Rufenden. 
Zuweilen liegt es platt  aus- Die Schmerzreflexe sind etwas 
gestreckt. Das BewuBtsein ist schwach. Das BewuBtsein ist 
verdunkelt. verdunkelt. 

Nach 8 Stunden: Riickt auf den Schlummert nicht. Geht im Zimmer 
Beinen selten und sehr wenig, fast normal umher. Léauft im 
triage weiter. Auf die Beine ge- Korridor normal umbher. Geht 
stellt, steht das Tier wankend da, richtig zu dem Rufenden. Ist 
legt sich rasch, schwerfillig nieder. etwas scheu. 

Schlummert. 

Nach 10 Stunden: Setzt sich selten. Nahert sich dem Rufenden, setzt 
Folgt selten dem Rufe. Hat ein | sich, schmeichelt sich an. FriBt 
paar Stiickchen Brot gegessen, | gern Fleisch. Erschrickt nicht. 
nimmt kein Fleisch. Schlummert nicht. Bald geht es 


im Zimmer herum, bald liegt es. 


Versuche 26 und 26a, 


Dem Hunde wurden sowohl! bei dem Kontrollversuche (Nr. 26) als auch 
hei dem mit Lecithin (Versuch 26a) je 0,04 g Morph. muriat. (zweimal zu 
0,02 g) wahrend 2 Stunden injiziert; die Lecithine gab man in Quanten von 
0.2¢ 1 Stunde nach der ersten Morphiuminjizierung. 
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Versuch 26. Versuch 26a. 


Nach 3 Stunden: Liegt, den Kopf Liegt auf cer Seite, schlhimmert. 


auf der Seite, schlaft oder schlum- Nahert man sich dem Hunde, so 
mert mehr oder minder tief. Dann springt er auf, lJauft schnell, 
und wann hebt das Tier den Kopf. wankend im Zimmer herum. In 
Die Augen sind meist geschlossen. den Korridor hinausgelassen, lauft 
Bewegt sich gar nicht auf den er fix, etwas taumelnd. Zuweilen 
Beinen im Zimmer. Die Schmerz- steht er-von selbst auf und geht 
reflexe sind schwach. im Zimmer umher. Das Bewubt- 


sein ist verdunkelt. Die Schmerz- 
reflexe sind ein wenig schwach, 
Nach 5 Stunden: Springt beim Tiir- Leichter Schlummer. Im Korridor 
gerausch auf. lauft das Tier rasch herum, taume!lt 
nicht, st6Bt nicht auf Mébel und 

andere Gegenstinde. 





Nach 7 Stunden: Liegt zusammen- Hat gekochtes Fleisch gefressen. 
gekauert, schlummert, Kopf herab- 
hangend, Manchmal geht das 
Tier ein wenig im Zimmer auf 
und ab. 


Nach 8 Stunden: Fast dasselbe. Dasselbe. 


Versuche 26a und 26b. 


Die Anordnung ist die nimliche wie in den vorhergehenden Versuchen, 


Versuch 26a. Versuch 26b. 


Nach 3 Stunden: Liegt auf der Seite, | Bald lauft das Tier im Zimmer um.- 
schlaft. Bei Geriuschen wacht | her, bald 14Bt es sich auf den 
das Tier auf und hebt den Kopf. Bauch und Seite nieder. Bisweilen 
Die Augen sind geschlossen. Die schlummert es leicht, die Augen 
Schmerzreflexe sind schwach. Be- sind meist offen. Nahert sich, 
wegt sich nicht fort. wenn man es ruft, schmeichelt 

sich an. Liuft im Korridor herum, 
taumelt dabei ein wenig. 


Nach 5 Stunden: Springt bisweilen | Geht oft im Zimmerumher.Schwache 


auf und macht ein paar’ Schritte | Schmerzreflexe. Lauft im Korri- 
im Korridor, Maul ein wenig auf- dor fix herum. Legt sich manch- 
gesperrt, Augen halb geschlossen. mal auf den Bauch nieder. 

Nach 7 Stunden: Das Tier bewegt Schlummert nicht, schlaft nicht. 
sich mitunter ziemlich frei im Verhalt sich ruhig. Springt bei 
Zimmer; schléft — schlummert leisem Anrufe auf, 


haufiger, indem es bisweilen auf- 
wacht und auf die Beine auf- 
springt. 


Die Ergebnisse der oben beschriebenen Versuche sind in Tabelle V 


zusammengestel lt, 
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Tabelle V. 





Morphium Lecith 
Versuchs- Tiere Anzahl atiitionm ay 4 
Nr. der Tiere pro l kg P 8 


Einflu® der Lecithine auf die 
Morphiumwirkung 





& & 
l5a Kaninchen 1 0,35 0.1 schwacher Einflu8® 
19b co l 0.2 0,2 
25a ss l 0,2 0.2 
24a l 0.2 0.2 
” ’ ot bedeutende Absch h d 
20b Hund 1 0,02 0,2 vn Reutiewethes = 
23a ” l 0.02 0.2 
26a Se l 0,02 x 2 0.2 
26b m 1 0.02 x 2 0.2 


Aus Tabelle V geht hervor, daB die Lecithine bei besagter Einfiihrungs- 
weise in den Organismus — bei Kaninchen und Hund allerdings — einen 
bedeutenden abschwachenden EinfluB auf die toxische Wirkung des 
Morphiums ausiiben. Diese Einwirkung des Lecithins zeigt sich hauptsachlich 
in der motorischen Sphare vorziiglich vor der Sphare des BewuBtseins. 
Eine derartige Anwendung von Lecithinen verdient es, in Fallen von akuter, 
scherer Morphiumvergiftung an Menschen gepriift zu werden, 

Ahnliche Lecithinwirkung bei intraperitonealer Einverleibung hat 
auch Nerking (l.¢.) an einem Kaninchen (bei 0,04 g Morph. muriat. pro 
1 kg) und an einem Hunde (bei 0,016 g Morph. muriat. pro 1 kg) beobachtet. 

Zur therapeutischen Anwendung der Lecithine auf den Menschen 
per venam wird selbstredend irgend eine peripherische Extremitaten- 
vene genommen. 

Der zu betrachtende EinfluB der Lecithine hangt vermutlich vor 
allem von deren lipoiden Natur ab. Offenbar beférdern die Lecithine 
die Verteilung des Morphiums in dem Organismus, indem sie dieses 
besonders von bestimmten Teilen des Zentralnervensystems, darunter 
auch von dem motorischen, ableiten. 

Wiederholte Einfiithrung der Lecithine subkutan rufen bei Kaninchen 
und Hunden keine unerwiinschte lokale Wirkungen hervor. Solche 
Injizierungen sind am meisten bei chronischen Morphiumvergiftungen 
geeignet. 

Auslindische Arbeiten, den EinfluB der Lecithine auf die Mor- 
phiumwirkung betreffend, wie auch tiberhaupt Untersuchungen tiber 
Pharmakodynamik der Lecithine vom Zeitraum Juni 1924 bis Mai 1925 
sind mir leider nicht bekannt. 


Literatur. 


1) J. Nerking, Miinch. med. Wochenschr. 1909. — 2) E. Hanschmidt, 
Inaug.-Diss. Jurjew-Dorpat 1914, aus dem pharmakologischen Institut 
von Prof. D. Lawrow. 





































Das Adsorptionsvermégen und das elektrische Verhalten 
verschiedener Kohlenpriparate. 


Von 
Iwao Ogawa. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-Medizinischen Universitat, 
Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 25, April 1925.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Vielfache Erfahrungen haben ergeben, da das Adsorptions- 
vermégen verschiedener Priparate von Kohle sehr verschieden ist. 
Eine gute Kohle ist das vielseitigste aller Adsorptionsmittel. Es unter- 
scheidet sich von anderen adsorbierenden Pulvern vor allem dadurch, 
daB es nicht nur kolloide und gewoéhnliche Elektrolyte adsorbiert, 
sondern auch in besonders hohem MaBe nichtelektrolytartige, kapillar- 
aktive Substanzen. Diese letztere Eigenschaft wurde friiher infolge 
einer irrtiimlichen Deutung des Gibbsschen Theorems fiir eine all- 
gemeine Eigenschaft aller Phasengrenzflachen gehalten. Wie jedoch 
Michaelis und Rona‘) zeigten, ist diese Fahigkeit eine fast spezifische 
Eigenschaft der Kohlenoberfliche und findet sich bei anderen Pulvern 
meist gar nicht, in vereinzelten Fallen nur in Spuren wieder, selbst bei 
solchen Pulvern, welche fiir Kolloide und Farbstoffe ein starkes Ad- 
sorptionsvermégen haben. Aber obwohl die Kohle auf alle Fille durch 
diese Eigenschaft von anderen Substanzen ausgezeichnet ist, sind die 
Eigenschaften der verschiedenen Kohlenpraparate untereinander ver- 
schieden, und nicht nur quantitativ, indem man gut und schlecht 
adsorbierende Kohle unterscheiden kénnte, sondern zum Teil auch 
qualitativ. 

Um einige Beispiele zu nennen, so fanden Michaelis und Rona®*), dab 
Blutkohle basische und saure Farbstoffe anniahernd gleich gut adsorbiert, 
ebenso KCl und NaOH, und ihre elektrische Ladung gegen die Lésung ist 


1) Diese Zeitschr. 102, 268, 1920; 
2) Ebendaselbst 97, 57, 1919; 97, 85, 1919. 
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nach Gyemant') und Umetsu*) in saurer Lésung positiv, in alkalischer 
negativ. Dagegen fand Umetsu*), daB Zuckerkohle fast nur basische Farb- 
stoffe adsorbiert und selbst in Gegenwart von HCl] niemals positiv umge- 
laden wird. Ferner adsorbiert Blutkohle aus Neutralsalzlésungen immer 
aquivalente Mengen von Anionen und Kationen, wihrend nach Miller *) 
eine durch starkes Erhitzen aktivierte Zuckerkohle aus Neutralsalzlésungen 
stets einen Uberschu8 der Saure unter hydrolytischer Spaltung adsorbiert. 
O. Warburg®) fand, daB Aceton von Benzoesiurekohle, Cystin von Bhut- 
koh'e besser adsorbiert wird, wihrend gegeniiber Bernsteinsiure und 
Amylalkohol das Verhalten beider Kohlen gleich ist. Methylenblau wird 
von Blutkohle sehr stark, von Benzoesiiurekohle sehr schwach adsorbiert ; 
Blutkohle in Wasser nimmt keinen Sauerstoff auf, wohl aber Benzoesiiure- 
kohle. Pincussen®) fand, daB die Adsorption von Methylenblau bei Tierkohle 
und Caseinkohle durch Vermehrung der H-Ionenkonzentration erheblich 
gesteigert wird, bei Rohrzucker- und Traubenzuckerkohle sich vielleicht 
sogar etwas vermindert, jedenfalls nicht erhéht. 

Unter diesen Umstianden mu8 man sich die Frage vorlegen, ob die Ver- 
unreinigungen der Kohle diese Unterschiede hervorgerufen haben. Bei den 
Verunreinigungen miissen wir zwei Dinge wesentlich unterscheiden. Erstens 
kann es sich um anorganische oder jedenfalls schwer verbrennliche Bei- 
mengungen handeln, wie Silikate, Kalksalze oder um die von O. Warburg’) 
beschriebene Stickstoffeisenverbindung, welche die Fahigkeit der Kohle 
zur Oxydationskatalyse auffallig veraindert. Oder es kann sich um Produkte 
der unvollstandigen Verkohlung der organischen Substanz handeln, aus 
welcher die Kohle hergestellt ist, um Zwischenstadien zwischen den bei 
der Verkohlung zuniichst auftretenden braunschwarzen Substanzen, welche 
zwar viel C enthalten, aber doch nicht allein aus C bestehen und zum Teil 
noch in Ligroin und dergleichen léslich sind. Von diesen Substanzen bis 
zum reinen Kohlenstoff mag es Ubergiinge geben, welche neben viel C auch 
noch H und vielleicht auch O enthalten und in organischen Lésungsmitteln 
unléslich sind. 

Die Beteiligung der ersten Art von Verunreinigung, der Aschen- 
bestandteile, zu erkennen, haben wir zwei Mittel. Die erste Methode, welche 
von Michaelis und Rona*) angewendet wurde, besteht in folgendem. Alle 
Aschenbestandteile kénnen organische Farbstoffe nur vermittelst einer 
Austauschadsorption binden. Bei basischen Farbstoffen wird das Kation 
des Farbstoffs gegen ein Kation des Aschebestandteils ausgetauscht, bei 
sauren das Anion gegen ein Anion. Dagegen kann die Kohle selbst die beiden 
Ionen eines Farbstoffs immer nur in aéquivalenten Mengen binden, weil 
sie kein Ion zum Austausch findet. Bei der Blutkohle tritt hierbei sogar 
niemals hydrolytische Spaltung ein, und es wird immer das Kation und 
Anion des Farbsalzes in aquivalenten Mengen adsorbiert. Infolgedessen 
kann man aus dem Betrage des Austauschs z. B. von Methylenblau- und 


1) Kolloid-Zeitschr. 28, 103, 1921. 

2) Diese Zeitschr. 185, 442, 1923. 

3) Diese Zeitschr. 135, 442, 1923. 

*) Journ. of the Amer. chem. soc. 45, 1106, 1923. 

5) Diese Zeitschr. 119, 134, 1921. 

®) Ebendaselbst 187, 117, 1923. 

7) Ebendaselbst 145, 461, 1924. 

8) Ebendaselbst 97, 57, 1919. 
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Ca-Ionen die Beteiligung der Verunreinigungen an der Adsorption erkennen. 
Es zeigte sich, da®8 bei einem guten Praparat von Blutkohle die Verunreini 
gungen einen zwar erkennbaren, aber sehr geringen Anteil an der Gesamt 
adsorption haben, und es gelang auf diese Weise, die Natur der Adsorption 
der eigentlichen Kohlenoberflache zu erkennen. 

Die andere Methode besteht darin, daB man von vornherein mit eine! 
aschenfreien Kohle arbeitet. Diese Methode steht uns erst zur Verfiigung, 
seitdem man gelernt hat, aschenfreie und doch adsorptionskriaftige Kohlen 
herzustellen. Lange Zeit neigte man zu der Ansicht, daB die Verunreinigungen 
geradezu notwendig seien, um adsorptionskriftige Kohle zu erzeugen. 
Rosenthaler und Tiirck') stellten fest, daB gut adsorbierende Kohlensorten 
nicht gerade die aschenirmsten sind. In den letzten Jahren éuBerten 
mehrere Autoren?) die Ansicht, daB Aschenbestandteile oder O- oder 
N-haltige Verbindungen, komplizierte Zusammensetzungen die Aktivitiit 
der Kohle bedingen. Knecht*) und Patterson*) beschrieben einen N-haltigen 
Extrakt der Knochenkohle, dem sie die entfarbende Kraft zuschrieben, 
was von Gall5) bestatigt, von Philip*) aber geleugnet wurde. Alle diese 
Vorstellungen iiber die Wirksamkeit von Verunreinigungen miissen aber 
geiindert werden, nachdem sich gezeigt hat, daB ganz as¢hefreie Kohlen 
durch Erhitzen adsorptionstiichtig gemacht werden kénnen. Winter und 
Baker’) zeigten, daB durch starkes Erhitzen reinste Zuckerkohle ihr Ad- 
sorptionsvermogen fiir SO, auf das Dreifache erhéht, waihrend ihr spezifisches 
Gewicht sich bei der Erhitzung 40 Stunden lang auf 900° von 1,76 auf 
1,84 erhéht. Das gleiche fand Firth®) fiir KokosnuBkohle bei Versuchen 
mit Adsorption von NH,, Philip®) fiir Holzkohle bei der Adsorption von 
SO, und Methylenblau. Je besser bei der Erhitzung die Luft zutreten kann, 
um so gréBer ist gleichzeitig die Anderung des spezifischen Gewichts und 
des Adsorptionsvermégens. Beim Erhitzen im Stickstoffstrom andern 
sich beide Eigenschaften nicht. Genaue Untersuchungen iiber die Hitze- 
aktivierung reinster Zuckerkohle hat Miller’®) gemacht. Durch geeignete 
Erhitzung erhielt er Praparate, die vielleicht alle anderen bisher bekannten 
an Adsorptionsvermoégen iibertreffen. Diese Kohle hatte im Gegensatz zur 
Blutkohle die Eigenschaft, HC], nicht aber NaOH zu adsorbieren und aus 
Neutralsalzen etwas freie Saure zu adsorbieren und Lauge zuriickzulassen. 

Uber die Wirkungsweise der Erhitzung bildete sich Philip™) die Vor- 
stellung, dali durch langsame Oxydation die Poren und kapillaren Giange 
in den Kohlekérnern erweitert werden und den zu adsorbierenden Gas 


1) Arch. f. Pharm, 244, 517, 1906. 

2) Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921; Liesegang, Chem.-Ztg. 44, 
89, 1920; Kolthoff, Pharm. Weekbl. 57, 630, 1920; zitiert nach Ber. 
iiber d. ges. Physiol. u. exper. Pharm, 9, 165, 1922. 
3) Journ. Soc. Chem. Ind. 28, 700, 1909. 

*) Ebendaselbst 22, 608, 1903. 

5) Journ. of industr. a. engin. Chem. 14, 18, 1922; zitiert nach Ber. 
iiber d. ges. Physiol. u. exper. Pharm, 12, 170, 1922. 

6) Journ. of Chem. Soc. (London) 117, 362, 1920. 

7) Ebendaselbst 117, 319, 1920. 

8) Ebendaselbst 119, 926, 1921. 

*) Ebendaselbst 117, 362, 1920. 

1) Journ. of the Amer. Chem. Soc, 44, 1866, 1922. 

1) Journ. of Chem, Soc. (London) 117, 362, 1920. 
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molekiilen der Zutritt zu der inneren Oberflache erleichtert wiirde. Scheldon*) 
nimmt an, daB zwischen 600 und 900° die Kohlenwasserstoffe fortgekocht 
werden, so daB die Oberfliche der Kohle bloBgelegt wird. Er meint, daB bei 
noch héheren Temperaturen ein Zerfall der Kohlenwasserstoffe stattfindet, 
so daB auf einem aktiven Untergrund sich inaktiver C abscheidet und die 
Aktivierung wieder zuriickgeht. In meinen Versuchen konnte ich bei den 
fiir uns erreichbaren Temperaturen einen Riickgang der Aktivierung nicht 
beobachten. Nach Scheldon*) kann auch bei gewéhnlicher Temperatur 
durch langsame Oxydation der Kohlenwasserstoffe allmihlich eine 
Aktivierung eintreten. 

Es kénnte somit den Anschein haben, als ob die aschefreie, 
aktivierte Kohle allein das Adsorptionsvermégen des reinen Kohlenstoffs 
zeigt, wihrend die Unterschiede der anderen Kohlenpraparate allein 
der Menge und Beschaffenheit der Produkte unvollstandiger Ver- 
kohlung zugeschrieben werden kénnten. Jedoch ist diese Deutung 
noch nicht gewib. Wir werden namlich zeigen, da} selbst sehr stark 
erhitzte, reine Kohlenpraparate je nach ihrer Herkunft verschiedene 
Eigenschaften haben. Mehrere derartige Priparate verschiedener 
Herkunft verhielten sich allerdings gleich. Jedoch gibt es davon be- 
merkenswerte Ausnahmen, vor allem verhielt sich eine von mir aus 
Naphthalin hergestellte Kohle anders. 


Die benutzten Kohlenpriparate. 

Folgende verschiedene Arten von Kohle wurden fiir die Versuche 
benutzt. 

1. Blutkohle von Merck, und zwar sowohl das kaufliche Praparat 
ohne weitere Behandlung, wie auch nach starker Aktivierung durch 
Erhitzung. Die Ausfiihrung dieser Erhitzung wird bei anderen Kohlen- 
praparaten genauer beschrieben werden. 

2. Zuckerkohle. 450g reinster Saccharose (Merck) wurden in offener 
Porzellanschale erhitzt, bis die Entwicklung von Dampfen aufhérte. 
Dann wurde die Masse in einem bedeckten Porzellantiegel bei mabiger 
Temperatur 6 Stunden lang weiter erhitzt, nach dem Erkalten mit 
heiBer Salzsiure ausgekocht, filtriert und mit heibem Wasser bis zum 
Verschwinden der Chlorreaktion gewaschen. Ausbeute etwa 90g. 
Dieses Praparat werden wir als normale Zuckerkohle bezeichnen. 
Hieraus wurde die aktivierte Kohle folgendermafen hergestellt. Die 
Kohle wurde in einem bedeckten Platintiegel, welcher in einen bedeckten 
Schamottiegel eingeschlossen wurde, bei sehr geringem Luftzutritt 
8 Stunden lang auf starke Rotglut erhitzt. Die Ausbeute von 20¢ 
normaler Kohle betrigt etwa 10g aktivierter Kohle. 


1) Proc. nat. acad. sc. Washington 6, 178, 1920; zitiert nach Ber. iiber 
d. ges. Physiol. u. exper. Pharm. 5, 166, 1921. 
*» le. 
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3. Gelatinekohle. 450g kauflicher Gelatine wurden zur Reinigung 
in 5 Liter Wasser gewaschen, dem 50 ccm eines Acetatgemisches zugesetzt 
waren, bei einer Temperatur von etwa 6°C. Das Acetatgemisch hatte 
die Zusammensetzung: 2 Volumen n Essigsiure und 1 Volumen 
n Ammoniak, also eine Mischung von gleichen Mengen Ammonium- 
acetat und Essigsiure von einem py = 4,6, entsprechend dem _ iso- 
elektrischen Punkt der Gelatine. Dieser Puffer enthailt keine Stoffe, 
welche bei der Verkohlung Aschebestandteile hinterlassen kénnen. 
Diese Fliissigkeit wurde taglich erneuert, und nach 2 Wochen erwies 
sich eine Probe der stark verquollenen aber nicht peptisierten Gelatine 
als aschefrei. Diese Gelatine wurde in einer Porzellanschale erhitzt 
und der dickfliissige Gelatineriickstand in verschiedener Weise weiter 
behandelt. Eine Portion wurde bei bedecktem Tiegel bei miabiger 
Temperatur verkohlt: normale Gelatinekohle. Ein Teil dieser Portion 
wurde in derselben Weise wie bei der Zuckerkohle bei starker Rotglut 
aktiviert. Andere Portionen wurden versuchsweise in anderer Weise 
bearbeitet. Da diese Versuche kein besonders auffilliges Resultat 
zeigten, so sei das Ergebnis ohne besondere Protokolle gleich hier 
zusammengestellt, damit wir spiiter darauf nicht zuriickzukommen 
brauchen. Ein Teil der Gelatine wurde unter méglichst schneller Er- 
hitzung rasch direkt auf Rotglut gebracht. Diese Kohle war etwas 
adsorptionskraftiger wie die normale Kohle, aber weniger kraftig als 
die nachtraglich aktivierte Kohle. Ein anderer Teil des Gelatinebreies 
wurde unter Zusatz von Kieselgur einmal bei mabiger Temperatur, 
ein anderes Mal bei méglichst hoher Temperatur verkohlt. Der 
Aschegehalt dreier solcher Praparate betrug 15,9, 17,7, 27.3 Proz. 
Ein wesentlicher Unterschied im Adsorptionsvermégen gegen die 
aschefreien Praparate von sonst gleicher Herstellung hat sich nicht 
ergeben. 

4. Naphthalinkohle. Einige Gramm Naphthalin werden in einen 
Porzellantiegel eingetragen, bis zur Entziindung erhitzt und der Rub 
an einer iibergestiilpten grofen Glasglocke aufgefangen. Dann wird 
eine neue Portion Naphthalin eingetragen und ebenso behandelt. Auf 
diese Weise erhalt man aus 450g Naphthalin 25g RuB. Dieser gibt 
an Ligroin braune Farbstoffe ab. Aus diesem Priparat wurde eine 
aktive Kohle hergestellt, indem 20g in der oben beschriebenen Weise 
bei mangelnder Luftzufuhr 3 Stunden auf Rotglut erhitzt wurde. 
Ausbeute 10g. Diese Kohle gibt an Ligroin keine firbende Substanz 
mehr ab. 

5. In derselben Weise wurde aus Paraffin eine Kohle hergestellt, 
ferner wurde 6. eine Kohle durch Verkohlen von Rindsleber mit einem 
Aschengehalt von 8.3 Proz. und 7. aus Agar mit einem Aschengehalt 
von 12,8 Proz. hergestellt. 
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Versuche iiber die Adsorption von Wasserdampf und einigen Substanzen 
in wiisseriger Lésung. 
Die Tabelle I zeigt die Adsorption von vier verschiedenen Kohle- 
arten in normalem und aktiviertem Zustande gegentiber Wasserdampf. 
Proben der Kohle wurden bei etwa 120° im Wageglas bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und in einem verschlossenen ExsikkatorgefaB 
iiber reinem Wasser im Zimmer bis zur Gewichtskonstanz stehen- 
gelassen. Dies erfordert etwa 3 Tage. Bei allen Kohlenarten zeigt 
sich eine Erhéhung des Adsorptionsvermégens, und zwar bei drei 
Proben etwa auf das 4fache, bei Paraffinkohle sogar auf das 7,5fache. 


Tabelle I. 
Die Adsorption von Wasserdampf. 





Adsorbierter 

Wasserdampt 

(g) pro 100g 
trockener Kohle 


Vergleichung 
s 


e 
Adsorptions: 
vermogens 
normal aktiv. 


Kohlenart 


Zuckerkohle -.-.{ pormal py 1:391 
Gelatinekohle - + - — ane 1:3,61 
Paraffinkohle - fi ae sees 1: 7,48 
Naphthalinkohle « - | — aos 1:4,61 


Tabelle LI zeigt die Adsorption von Phenol. Es wurde 1 g Kohle, 
von der sehr voluminésen Naphthalin- und Paraffinkohle nur 0,5 g, 
mit 100cem 0,896proz. Phenollésung geschiittelt und nach einem 
halben Tage im Filtrat das Phenol nach der Methode von Koppeschaar 
mit Bromidbromatlésung bestimmt. In allen Fallen ist die Adsorption 
mit der aktivierten Kohle starker. Die Unterschiede sind sehr ver- 
schieden und schwanken von 1,56 bei Blutkohle, welche schon an 
sich etwas als aktiviert betrachtet werden darf, bis zu 10,7 bei Gelatine- 
kohle. Ahnliche Versuche wurden mit Jod angestellt, siehe Tabelle III. 
0,5g Kohle wurden mit 100cem n/10 Jodjodkalilésung geschiittelt, 
nach einigen Stunden abfiltriert und das Filtrat analysiert. Die 
Wirkung der Aktivierung ist etwa ebenso wie gegeniiber Phenol. wieder 
zeigt sich der Unterschied bei den beiden Proben der Gelatinekohle 
am starksten 

Fiir diese Versuche ist der Aschegehalt der Kohle wenig von Belang, 
und auBerdem zeigt sich, daB die Aktivierung das Adsorptionsvermégen 
fiir die verschiedenen Stoffe zwar nicht in genau gleichem Mabe, aber 
doch in gleichem Sinne, bisweilen sogar in gleichem zahlenmaBigen 
Verhaltnis erhéht. Die Versuche geniigen, um zu beweisen, daB das 
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Tabelle 11. 


Die Adsorption des Phenols. 








Vergleichung 
Adsorbiertes des 
Kohlenart Phenol (g) an Adsorptions 
100g Kohle vermogens 
normal :aktiv 
rmal 24.64 an 
3 rohle (Merck). « | norma J - 1 Be 
Blutkohle (Merck) | eitietert 38°40 1: 1,56 
) 83 
_ "> =. | n rmal 4.8: 25 
Holzkohle (Merck) \| aktiviert 12/10 1:25) 

. —* { normal 2.35 . teed 
Ge Kone + “a sas : 10.72 
elatinekohl | aktiviest 25°18 1: 10, 

a ea alien: Mitel normal 8.42 ea 
Zuckerkohk | aktiviert 30:39 1: 3.61 
> ceo | normal 3.60 Pe 
. ) 2s ° ° ~ ° t On 
Paraffinkohl | aktiviert 21°70 1: 6,03 
7 a { normal 2,78 290 
Naphthalinkohle | aktiviert 29'80 1: 8,2 
Leberkohle --.-.- . normal 6,10 
Agarkohle -..-.- - normal 4,48 


Tabelle 111. 


Die Adsorption von Jod. 





Vergleichung 
d > 


Adsorbiertes es 
Kohlenart Jod (g) prol00g = Adsorptions- 
Kohle vermogens 
normal : aktiv. 
? . (Merck). { normal 86.8 ; 
Blutkohle (Merck) | aktiviert 1287 1: 1,48 
rmal 37,2 
ey | norma od : 9 
Holzkohle (Merck) | aktiviert 34.2 1:14 
. — { normal 6.5 . ae 
Ge Kone + . Zt, 
latinekcohl | aktiviert 82] 1: 12,63 
ae ‘ { normal 46,7 .9°7 
Zuckerkohi | aktiviert 126.4 bam 
> =" . | normal 25.6 ano 
Paraffinkohk | aktiviert 1175 1 : 4.58 
- . 4 { normal 33.6 . 219 
Naphthalinkohl | gltintent 107.5 i: a 
Leberkohle - - . - - normal 13.3 
Agarkohle .... .- normal 26.6 


allgemeine Adsorptionsvermégen der Kohle durch die Erhitzung erhéht 
worden ist. Wir kommen jetzt zur Besprechung derjenigen Fille, bei 
denen sich das Adsorptionsvermégen von Kohlenpriparaten  ver- 
schiedener Herkunft wesentlich voneinander unterscheidet. 
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Adsorption von HCl und NaOH. 


Blutkohle adsorbiert HCl und NaOH unter gleichen Bedingungen 
annaihernd gleich stark. Dies wurde von Michaelis und Rona') schon 
beschrieben und kann hiermit bestatigt werden (Tabelle IV). Dieselbe 
Kohle, durch starkes Erhitzen aktiviert, veraindert ihre Eigenschaft 
derart, daB sie HCl viel starker, aber NaOH iiberhaupt nicht mehr 
sicher nachweisbar adsorbiert. Man méchte geneigt sein, diese Ver- 
anderung einer Mitwirkung der Aschebestandteile zuzuschreiben. Aber 
auch bei aschefreien Kohlenpraparaten finden wir ihnliches. Im normalen 


Zustande adsorbieren sie durchschnittlich HCl und NaOH weniger 
als Blutkohle. Zuckerkohle und NaphthalinruB adsorbiert NaOQH 


etwas besser als HCI, bei Gelatinekohle ist es umgekehrt. Im aktivierten 
Zustande wird das Adsorptionsvermégen bedeutend erhéht, und zwar 
adsorbiert dann Zuckerkohle HCl sehr stark, NaOH praktisch gar nicht. 
Gelatinekohle adsorbiert HCl noch starker, aber auch merkliche Mengen 
NaOH. Naphthalinkohle adsorbiert beide nur wenig, aber unzweifel- 
haft NaOH starker als HC. 


Tabelle 1V. 
Adsorption von HCl und NaOH. 





100 com 0,01n HCl + 1g Kohle 
(Naphthalinkohle 0,5 g) 


100 com 0,01023n NaOH + 1g 
Kohle (Naphthalinkohle 0,5 g) 


Kohlenart 


Normalitat Adsorbiert ay Normalitat | Adsorbiert —- 

in Filtrat (Normalit.) nae in Filtrat (Nermalit.) —_ 

Proz. Proz. 

Blutkohle { norm. 0,008 388 0,001 612) 16,1 0,008 880 0,001 350 | 13,2 
utkonhle «- « | aktiv. 0.006 405 0,003 595 | 35.9 0,009 880 0,000 350 3.4 
Zuckerkohle « || ROTM. 0,009 205 0,000 795 7,9 0,009000 0,001 230 12.0 
meKEPKOME ©) aktiv. 0,007 202 0.002798 | 27.9 0009900 0.000330 3.2 
Gelatinekohle |) 2O?™- 0,008 593 0,001 407 | 14,1 0,009 520 0.000710 69 
eHEINEKONMC ) aktiv.| 0,005 750 0,004 250 42.5 0,008 350 0,001 880 184 
Naphthalinkobl { norm. 0,009 710 0,000290 29 0,009473 0,000 757 74 
Naphthainkoble* ) oktiv. 0.009440 0.000660 66 0.008676 0.001554 15.2 


Auch Miller*) fand, daB aschefreie aktiverte Zuckerkohle anorganische 
Siuren adsorbiert, wenn auch nicht so stark wie organische, anorganische 
Basen aber gar nicht oder fast nicht adsorbiert. Ein anderer Ausdruck fiir 
diesen Umstand findet sich in der Beobachtung von Miller, daB aktive 
Zuckerkohle aus Neutralsalzlésungen unter hydrolytischer Spaltung mehr 
Saéure als Base adsorbiert, wihrend Blutkohle in Neutralsalzlésungen nach 
Michaelis und Rona keine Hydrolyse erzeugt. 


Adsorption von organischen Farbstoffen. 


Bei der Adsorption der Farbstoffe miissen wir zwei Fragen unter- 
scheiden, erstens den Unterschied beim Verhalten gegen saure und 


1) Diese Zeitschr. 97, 85, 1919. 
2) Journ, of the Amer. Chem. Soc. 44, 1107, 1922. 
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basische Farbstoffe, und zweitens die Frage, ob bei der Adsorption des 
Farbsalzes eine Hydrolyse eintritt. Diese zweite Frage wurde von 
den verschiedenen Autoren in verschiedenem Sinne beantwortet, und 
nach dem Vorangegangenen ist es klar, daB die Ursache hierfiir in 
der Verschiedenheit der angewendeten Kohlenpraparate liegt, wenn 
auch einige Versuchsfehler in den alteren Arbeiten unterlaufen sein 
mogen. 

Freundlich und Losev') beschrieben, daB bei der Adsorption von Kristall- 
violett durch Bhatkohle die Farbbase adsorbiert wiirde und sich in Form 
eines besonderen Polymerisationspreduktes an der Kohle niederschlage, 
wahrend die Siure des Farbsalzes in Lésung bleibt. Bei einigen sauren 
Farbstoffen fanden sie dagegen keine Hydrolyse. Michaelis und Rona®*) 
fanden fiir dieselbe Kohle, da®B nur ein kleiner Teil des sauren Bestandteils 
eines basischen Farbstoffes nach der Adsorption in der Lésung gefunden 
werden kann, und zwar nicht als freie Saure, sondern als Salz, im wesentlichen 
als Ca-Salz. Sie nehmen deshalb an, daB bei der Adsorption durch die 
eigentliche Kohle das Farbsalz als ganzes adsorbiert wird und die geringen 
Mengen CaCl, in der Lésung durch Austauschadsorption mit den Asche- 
bestandteilen entstehen. Freundlich und Newmann*) untersuchten die 
Adsorption von Neufuchsin an BenzolruB, welcher im Glasrohr und im 
CO,-Strom viele Stunden lang auf helle Rotghut erhitzt worden war. Sie 
fanden auch hier hydrolytische Spaltung des Farbstoffs bei der Adsorption. 
Bartell und Miller*) fanden bei der Adsorption von Methylenblau durch 
aktivierte aschenfreie Zuckerkohle eine hydrolytische Spaltung, und 
ebenso bei sauren Farbstoffen. Bei Ammoniumpikrat und bei Eosin-Na 
oder -NH, fanden sich die gréB8ten freien Alkalimengen im Filtrat bei 
geringen Farbstoffzusiitzen, bei gesteigertem Farbstoffzusatz nahm die 
Alkalimenge wieder ab. Bei den basischen Farbstoffen, Methylenblau oder 
Kristallviolett, dagegen war die im Filtrat zuriickbleibende HCl-Menge 
bei kleinen Farbstoffzusitzen noch nicht bemerkbar und wurde erst bei 
gréBeren Zusatzen deutlich. Hierhin gehért auch der Befund von Pincussen 5), 
daB die Adsorptionsfihigkeit von Merckscher Blutkohle und von Casein- 
kohle fiir Methylenblau durch erhéhte H-Konzentration der Lésung zum 
Teil sehr erheblich gesteigert, bei Zuckerkohle zum Teil sogar vermindert 
wird. 

In diesem Zusammenhange ist es noch interessant, zu erwihnen, dab 
Fritz und Rain®) feststellten, daB die Adsorption von Farbstoffen an Kohle, 
wenigstens am Diamantkristall, nur in monomolekularer Schicht erfolgt. 
Sie meinen daher, daB das auBergewéhnliche Adsorptionsvermégen der 
Kohle iiberhaupt nur seiner groBen spezifischen Oberfliche zuzuschreiben ist. 


In meinen Versuchen beschaftigte ich mich mit der zweiten Frage, 
wie tiberhaupt das Adsorptionsvermégen fiir verschiedene Kohle- 
priparate durch die Natur der Kohle bestimmt wird. 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 59, 284, 1907. 

2) Diese Zeitschr. 97, 57, 1919. 

8) Zeitschr. f. physikal. Chem. 67, 538, 1909. 

4) Journ. of the Amer. Chem. Soc. 45, 1106, 1923. 
5) Diese Zeitschr. 187, 117, 1923. 

8) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 57, 1221, 1924. 
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Die in den folgenden Tabellen (Tabelle Va, b, c) und Diagrammen 
notierten Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB fiir einige 
verschiedene Kohlenarten die Menge der Kohle und die Konzentration 
des Farbstoffs variiert wurde. Die in den Protokollen notierte Zahl 
bedeutet die prozentische Adsorption des Farbstoffs, welche durch 
kolorimetrische Vergleichung der Ausgangslisung und des Filtrats 
nach der Adsorption ermittelt wurde. Diagramm 1 bis 3 betrifft die 
Adsorption von Methylenblau und Eosin. Die Abszisse bedeutet die 
Kohlenmenge in Grammen, die Ordinate die prozentische Adsorption. 
In Abb. 1 erkennt man, daB® fiir Blutkohle und fiir Holzkohle das 
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Abb. 1. Adsorption von Methylenblau und Eosin durch Blutkonle (Merck) und 
Holzkohle (Merck). 

Methylenblau. —-—-—x—-—-— Eosin 

B, = normale Blutkohle, By, = aktivierte Blutkohle, 

H, = normale Holzkohle, H2 = aktivierte Holzkoble. 


a 





Adsorptionsvermégen fiir beide Farbstoffe durch die Hitzeaktivierung 
stark erhéht wird. Auf alle Fille ist das Adsorptionsvermégen fiir 
Methylenblau etwas stirker als fiir Eosin, und die Unterschiede bleiben 
auch nach der Aktivierung bestehen. In Abb. 2 ist dasselbe fiir Gelatine- 
und Zuckerkohle dargestellt. Der Unterschied zwischen Eosin und 
Methylenblau ist hier noch mehr ausgesprochen. Im normalen Zustande 
adsorbieren diese beiden Kohlenarten Methylenblau ziemlich wenig, 
aber gut meBbar, Eosin dagegen adsorbieren sie tiberhaupt nicht. 
Durch die Aktivierung wird das Adsorptionsvermégen auBerordentlich 
gesteigert, und zwar so, daB das Adsorptionsvermégen fiir Eosin immer 
etwas zuriickbleibt hinter dem fiir Methylenblau. Jedenfalls ist es 
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eine sehr imposante Erscheinung, daS das Adsorptionsvermégen fiir 
Eosin, welches im normalen Zustande = 0 ist, im aktivierten Zustande, 
ganz besonders fiir Zuckerkohle sehr kriftig wird. ll metsu') hatte 
beschrieben, da®B Zuckerkohle basische Farbstoffe etwas, saure Farb- 
stoffe gar nicht adsorbiert. Wie man sieht, trifft diese Angabe zwar 
fiir die normale, aber nicht fiir die aktivierte Zuckerkohle zu. In 
Abb. 3 ist das Verhalten von Naphthalin- und Paraffinkohle dargestellt. 
Auch hier bleibt das Adsorptionsvermégen fiir Eosin immer ein wenig 
zuriick hinter dem fiir Methylenblau, aber schon die normale Kohle 
adsorbiert selbst Eosin ganz gut, besonders die Paraffinkohle. Wiederum 
hemerkt man die starke Erhéhung der Adsorption nach der Aktivierung. 
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Abb. 2. Adsorption von Methylenblau und Eosin durch Gelatinekohle 
und Zuckerkohle. 




















x < Methylenblau. o 0 Eosin. 
Gy normale Gelatinekohle, @» aktivierte Gelatinekohle, 
Z, = normale Zuckerkohle, Z, = aktivierte Zuckerkohle. 


Abb. 4 stellt die Adsorption von Pikrinsiure an verschiedenen Kohlen 
dar. Kohle aus Paraffin, Naphthalin, Gelatine, Zucker, Holz adsor- 
bieren im normalen Zustande Pikrinsiiure tiberhaupt nicht. Nur die 
kaufliche Blutkohle, welche schon als ein halb aktiviertes Priaparat 
zu betrachten ist, adsorbiert Pikrinsiure ziemlich gut. Auch eine 
Kohle aus Leber und aus Agar zeigt schon in normalem Zustande ein 
maBiges Adsorptionsvermégen fiir Pikrinsiure. Durch die Aktivierung 
wird iiberall das Adsorptionsvermégen gesteigert, verhaltnismabig 
wenig fiir Holzkohle, aber in sehr ausgesprochener Weise fiir Blut-, 


1) Diese Zeitschr. 135, 443, 1923. 








286 I. Ogawa: 























4 — 
RFA 
& 
~ 
$60 —+-——- 
2 
: —_ 
es) ye 
8W at Oe a Sees Rees 
a WV 
7 
20 aes a 
QO — 
O05. of Oz Og O4¥ 
Kohlemenge 
Abb. 3. poate von Methylenblau und Eosin durch Naphthalin: und Paraffinkohle 
—_—_—__ x ————_ Methy lenblau. -—O—+—- Eosin 
N, = cients Naphthalinkohle, V, aktivierte Naphthalinkohle, 
P, = normale Paraffinkohle, P2 aktivierte Paraffinkohle. 
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Abb. 4. Adsorption von Pikrinsaure. 
normale Kohle. ————— aktivierte Kohle. 
B = Blutkohle, Die Abszissenachse bedeutet gleich: 
H = Holzkohle, zeitig die zu normaler Kohle P, N, Z. 
Z = Zuckerkohle, G. H gehérige Adsorptionskurve : 
G = Gelatinekohle, hier ist die Adsorption unabhangig 
N = Naphthalinkohle,; von der Kohlenmenge stets = 0. 
P = Paraffinkohle, Diese Abbildung zeigt besonders an- 
L = Leberkohle, schaulich den EinfluB der Hitze- 


A = Agarkohle. aktivierung. 
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Tabelle Va. 





20 ccm 0,1 prom. Eosin 





0.0125 g 0,025 g 0,05 g Ol g 02g o4 
Koblenart Kohle Kohle Kohle Kohle Kohie Kohle 
adsorbiert adsorbiert adsorbiert adsorbiert adsorbiert adsorbiert 
Proz Proz. Proz. Proz Proz Proz 
Blutkohle | | normal 80 100 
(Merck) | | aktiv. 96 100 
Holzkohle) — { normal 25 40 
(Merck) | | aktiv. 63 100 
. ee {| normal adsorbiert nicht 
Zucke e- : 
Zuckerkohl | aktiv. 2 100 
, : normal adsorbiert nicht 
Gelatinekohle | 
elatinekohle | aktiv. 30 100 
. { normal 25 45 
N h cohle - . 
nes | aktiv. 80 100 
> ea = normal! 25 50 70 
Paraffinkohk |  ektiv. 85 100 
Tabelle Vb. 
20 ccm 0,1 prom. Methylenblau mit 
ohle m 0,0125 g 0,025 g 0,05 g 01 02g 04g 
Kohlenert Koble. | Kohle | Kohle | Kohle | Kohle | Kohle 
absorbiert adsorbiert adsorbiert adsorbiert adsorbiert adsorbiert 
Proz Proz. Proz. Proz Proz, Proz 
Blutkohle} {| normal 90 100 
(Merck) | | aktiv. be) 100 
Holzkohle} {| normal 25 53 85 
(Merck) | | aktiv. 75 100 
Pookerkehia , |; normal 20 43 75 
Zuckerkohle tl  elitiv. 99 100 
a 2 _ || normal 25 50 
Gelatinekohk | ghtie. 90 100 
. al; { normal 68 80 92 
NaphthalinruB | nition. 2 100 
>, : {| normal 75 1) 
Paraffinru8 | aktiv. 93 100 


Gelatine-, Zucker-, Paraffin- und Naphthalinkohle. Abb. 5 stellt das 
Verhalten von Kongorot dar. Dies ist ein saurer Farbstoff, welcher 
viel mehr die Neigung hat, kolloidale Eigenschaften zu zeigen, als Eosin 
und Methylenblau, insbesondere durch Salze viel leichter ausgeflockt 
wird und sein Diffusionsvermégen verliert. Aber selbst dieser Farbstoff 
wird wenigstens durch normale Zucker- und Gelatinekohle praktisch 
nicht adsorbiert. Normale Holzkohle adsorbiert ihn schon merklich, 
und Paraffinkohle recht gut. Im aktivierten Zustande wird er von 
allen Kohlenarten sehr kraftig adsorbiert, am wenigsten noch von 


Gelatinekohle. 
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Tabelle Vc. 





Kohlenart 


Blut kohle 


ParaffinruB 


20 ccm 0,1 prom. Kongorot mit se eid agen 
0025g 005g O1g O2¢ 04 O1g 02g 04 
Kohle Kohle Koble Kohle Kohle Koble Kohle Kohle 
adsorb. adsorb. adsorb. adsorp. adsorb. adsorb. adsorb. adsorb 








Proz Proz. Proz. Proz. Proz Proz Proz Proz 
{ normal 60 98 75 99 
{| aktiv. 95 100 95 100 
ee normal 40 70 0 0 
Holzkohl | aktiv. 65 95 40 60 
a — {) normal 0 0 0 0 
Zuckerkohle - || aitiv. 50 | 83 99 4 100 
‘ , { normal 0 0 0 0 
(ie > J — - o 
latinekohle || aktiv. 15 78 9% 100 
- {, normal 0 0 
NaphthalinruB | alate. 85 99 
{ normal 60 75 0 0 
| aktiv. 97 100 88 99 
we 


100r 
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Abb. 5. Adsorption von Kongorot. 
—————— normale Kohle. — — — — — aktivierte Kohle. 
B = Blutkohle, H = Holzkohle, Z = Zuckerkohle, 

@ = Gelatinekohle, P = Paraffinkohle. 


Das allgemeine Resultat ist also, daB schon im normalen Zustande 
die verschiedenen Kohlenpriparate sich gegeniiber méglichst nicht 
kolloidalen basischen und sauren Farbstoffen etwas verschieden ver- 
halten. Die sauren Farbstoffe werden im allgemeinen weniger adsorbiert, 
und das geht so weit, daB bei einigen Kohlenarten saure Farbstoffe 
iiberhaupt nicht nachweisbar adsorbiert werden. Durch die Hitze- 
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aktivierung wird das Adsorptionsvermégen auf alle Fille bedeutend 
erhéht. Ein kleiner Unterschied zwischen sauren und basischen Farb- 
stoffen scheint aber iiberall bestehen zu bleiben, wenn er auch durch 
starke Aktivierung bedeutend verwischt wird. 


EinfluB der Zerkleinerung der Kohle. 

Um den EinfluB der Zerkleinerung der Kohle auf ihr Adsorptions- 
vermégen zu studieren, wurde folgende Versuchsreihe angesetzt. Zu- 
nachst wurde reiner Rohrzucker verkohlt und die Kohle gleichmabig, 
aber relativ grob zerkleinert. Das Adsorptionsvermégen dieses Pra- 
parates fiir Methylenblan ist in Abb. 6, Kurve 1, dargestellt. Es ist 
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Abb. 6. Einfluf& der Zerkleinerung der Kohle. 


praktisch = 0. Dasselbe Kohlenpriparat wurde nunmehr méglichst 
zerrieben. Das Adsorptionsvermégen fiir Methylenblau ist in Kurve 2 
dargestellt. Es ist, wie man sieht, bedeutend erhéht. Nunmehr wurde 
aus dem groben Kohlenpraiparat durch Erhitzen eine aktive Kohle 
hergestellt und diese erstens ohne weitere Zerkleinerung (Kurve 3) 
und zweitens nach médglichst feiner Zermahlung (Kurve 4) gegen 
Methylenblau gepriift. Das Adsorptionsvermégen ist durch die Er- 
hitzung nicht nur stark gesteigert worden, sondern sogar von dem 
Zerkleinerungszustande fast unabhaingig geworden. Dies zeigt an, daB 
die innere Oberfliche der Kohle durch die Erhitzung so vergréBert 
worden ist, daB die weitere mechanische Zerkleinerung auf die GréBe 
der wirksamen Flache keinen EinfluB mehr hat. Offenbar sind auch 
die scheinbar im Innern gelegenen Kohlenteilchen einer gréberen 
Partikel der Benetzung mit der umgebenden Lésung durch kapillare 
Biochemische Zeitschrift Band 161. 19 
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Spaltraume hindurch zuginglich, wahrend bei der normalen Kohle 
die wirksame Oberflaiche durch Zerreiben immer weiter erschlossen 
werden kann. Am wirksamsten aber erwies sich ein Praparat (Kurve 5), 
welches vor der Erhitzung aufs feinste zermahlen und dann aktiviert 
wurde. 


Adsorption von Octylalkohol. 


Kohle hat von allen Adsorbentien am meisten die Fahigkeit, 
kapillaraktive Nichtelektrolyte aus wiasseriger Lésung zu adsorbieren. 
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Abb. 7. Adsorption von Octylalkohol in wisseriger Lésung. 
—————— normale Kohle. — — — — — aktivierte Kohle. 
B = Blutkohle, N = Naphthalinkohle, H = Holzkohle, A = Agarkohle, 
Z = Zuckerkohle, @ = Gelatinekohle, L — Leberkohle. 
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Die folgenden Versuche beschaftigen sich mit der Frage, ob auch hierbei 
die verschiedenen Kohlenpriparate wesentliche Verschiedenheiten 
zeigen. Als Versuchsobjekt wurde eine gesittigte wisserige Lésung 
von Octylalkohol benutzt, die Analyse der Lésung wurde stalagmo- 
metrisch ausgefiihrt. Je 100 cem der Lésung wurden mit einer Menge 
Kohle behandelt, welche je nach dem Adsorptionsvermégen der Kohle 
zweckentsprechend abgestuft war und in Abb. 7 auf der Abszisse dar- 
gestellt ist. Auf der Ordinate ist die Tropfenzahl des Filtrats angegeben, 
welche fiir reines Wasser 98 betrug. Es wurde eine einzige Kohlenart 
gefunden, welche Octylalkohol iiberhaupt nicht adsorbiert, namlich 
normale Gelatinekohle. Durch Aktivieren wird das Adsorptions- 
vermégen bei allen Kohlenarten bedeutend gesteigert. Auch nach der 
Aktivierung bleibt das Adsorptionsvermégen der Gelatinekohle ein 
wenig hinter der der anderen zuriick. Jedenfalls aber braucht man 
fiir den gleichen Effekt von der aktivierten Gelatinekohle kaum die 
doppelte Menge als z. B. von der aktivierten Zuckerkohle, waihrend 
im normalen Zustande das Verhiltnis gleich wirksamer Mengen von 
Gelatine- und Zuckerkohle praktisch = oo ist. Es bestehen also durch- 
aus qualitative Unterschiede, selbst im Verhalten gegen kapillar- 
aktive Stoffe (Tabelle V1). 
Tabelle VI. 





100 ccm gesattigte Oktylalkohollésung 


Kohlenart + 0,05 +O1g + O02 + 04 2 
Kohle | Kohle Kohle Kohle 
Troptenzahl/Troptenzah! Troptenzah| Troptenzah! 
=e ae { normal 133 99 
Blutkohle (Merck) | aktiviert 143 99 
=e ieee normal 185 170 
Holzkohle (Merck) + |) aitiviert 152 119 
‘alatinekohle .../ normal 205 205 
Gelatinekohle || aktiviert 133 99 
- i | normal 175 153 
Sueteattelale | aktiviert 146 99 
. =e | normal 158 128 
Naphthalinkohle | aktiviest 157 128 
Leberkohle. . .. . normal 169 143 
Agarkohle ..... normal 180 155 


Die elektrische Ladung der Kohle. 

Um die elektrische Ladung der Kohle festzustellen, wurde die 
Methode der Elektroendosmose angewendet, und zwar in der Form, 
wie sie im besonderen fiir die Untersuchung von Kohlenpulver von 
Umetsu') beschrieben worden ist. Das Hauptinteresse bezieht sich 


1) Diese Zeitschr. 135, 443, 1923. 
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auf die Frage, ob ein Kohlenpraparat durch HCl positiv geladen werden 
kann, wiaihrend es kaum zweifelhaft sein konnte, daB jedes Kohlen- 
praparat gegeniiber NaOH negativ ist. Fir Mercksche Blutkohle 
hatte U'metsu') gefunden, daB sie durch HCl positiv geladen wird, 
wahrend dies fiir Zuckerkohle nicht nachgewiesen werden konnte. 

Die meisten meiner Versuche wurden mit aschefreier Zuckerkohle 
angestellt, und zwar an normaler und an aktivierter Kohle. In einer 
Versuchsreihe wurde nur das Vorzeichen der Ladung festgestellt, in 
einer zweiten wurde die Verschiebung des Meniskus im Steigrohr genau 
gemessen. Da in bezug auf das Vorzeichen beide Versuchsreihen tiber- 
einstimmten, sind nur die quantitativen Versuche _ protokolliert 
(Tabelle VII). Die Zahlen geben die in 3 Minuten transportierte 
Wassermenge, wobei als Steigrohr eine in '/ 999 cem graduierte kapillare 
Pipette benutzt wurde. Alle 3 Minuten wurde der Strom gewendet, 
die angelegte auBere Spannung betrug stets 100 Volt, die Lange der 
Kohlensaule etwa 5cm. Im iibrigen wurden die Versuche in der von 
Umetsu') beschriebenen Weise ausgefiihrt. Das Vorzeichen gibt den 
Ladungssinn der Kohle gegen die Lésung an. 


Tabelle VII. 


1. Versuche mit normaler Zuckerkohle. 





Zeit n50HCI(—) nSOOHCI(—) n/50KCI(—) 1/500NaOH(—) n/50 NaOH (—) 
( y¥—3" 0,0033 0,0195 0,0255 0,0312 0,0365 
vo 0.0035 0,0170 0.0250 0,0355 0,0350 
6 9 0,0031 0,0220 0,0200 0,0300 0,0370 
m- 12’ 0,0032 0,0195 0,0245 0.0335 0,0305 
Mittel 0,0033 0,0195 0,0238 0.0326 0,0348 


W bedeutet Wendung des elektrischen Stroms. 


2. Versuch mit aktivierter Zuckerkohle. 





Zeit nSOHCI(+) n/S0OHCI (+) /) n/50KCI(4+) n/SOONaOH(*) n/50NaOH (—) 
o—3' 0,0125 0,0070 0,0043 0,0005 0,0040 
ye 0,0090 0,0100 0.0043 | 0,0005 0,0057 
v9 0,0115 0,0075 0,0045 0,0000 0,0032 
he 12’ 00,0080 0,0105 0,0042 0,0000 0,0046 
Mittel 0,0103 0,0088 0,0044 0,00025 0,0039 


1) Diese Zeitschr. 185, 443, 1923. 
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3. Versuche mit Zucker- und Naphthalinkohle. 





Normale Zuckerkohle Aktivierte Zuckerkohle Naphthalinkohle 
Zeit 1 Prom IP 1 Prom IP normal aktiviert 
Methylenblau vay » Methylenblau ye 
(+) sioe (+) — n50HCI(+) nO HCI(+) 
0o’—3' 0.0170 0.0310 0.0102 0.0205 0,0100 0.0130 
W 
3'—b’ 0.0135 0,0255 0.0115 0.0205 0.0105 0.0115 
Ww 
6’—9’ 0.0160 0,0300 0,0090 0,0220 0,0105 0.0135 
W 
9’'—12’ 0,0135 0,0288 0.0110 0.0200 0,0095 0.0130 
Mittel 0.0150 0.0288 0.0104 0.0208 0.0103 0.0128 


Bei der normalen Zuckerkohle zeigte sich in Ubereinstimmung 
mit Umetsu'), dab die Ladung stets negativ ist, mit steigender An- 
siuerung der Liésung abnimmt, aber niemals umkehrt. Im Gegensatz 
hierzu ist die aktivierte Zuckerkohle nur in n/50 Natronlauge negativ, 
schon in n/500 Natronlauge ist die Ladung 0, und in neutraler und 
saurer Lésung positiv. Diese Verinderung des elektrischen Verhaltens 
bei der Hitzeaktivierung zeigen aufs neue die tiefgreifende Veranderung 
der Kohle durch die Erhitzung. Die Beteiligung irgendwelcher Asche- 
bestandteile ist bei dieser ganz reinen Kohle ausgeschlossen. Einige 
weitere Versuche (die beiden letzten Spalten der dritten Versuchs- 
reihe) wurden mit Naphthalinkohle ausgefiihrt. Es wurde festgestellt, 
daB diese sowohl im normalen wie im aktivierten Zustande durch Salz- 
siure positiv geladen wird. In einem unzweifelhaften Zusammenhang 
hiermit steht die vorher beschriebene Tatsache, dab das Verhalten 
der Kohlenarten bei der Adsorption von HCl und NaOH sich bei der 
Aktivierung indert, obwohl ein genaues Verstindnis fiir diesen Zu- 
sammenhang noch nicht erreichbar ist. 

SchlieBlich wurde in einer kleinen Versuchsreihe die elektrische 
Ladung von Kohle festgestellt, welche mit Farbstoffen beladen ist 
(Tabelle VII, 3, die ersten beiden Doppelspalten). Es zeigte sich, 
daB sowohl normale wie aktivierte Zuckerkohle durch Methylenblau 
positiv, durch Eosin negativ aufgeladen wird. 


Obersicht der Resultate. 

1. Das hohe Adsorptionsvermégen guter Kohlenpraparate hat 
keine Beziehung zum Aschegehalt. Auch ganz aschefreie Kohle kann 
sehr kraftig adsorbieren. 

2. Ganz im allgemeinen wird bei allen Kohlen das Adsorptions- 
vermégen fiir Wasserdampf und fiir geléste Substanzen durch starke 
Erhitzung bedeutend erhéht. 


» Le. 
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3. Selbst im stark aktivierten Zustande ist das Adsorptionsver- 
mégen aschefreier Kohlen verschiedener Herkunft zum Teil verschieden. 
Das aubert sich erstens in dem verschiedenen Verhalten bei der Ad- 
sorption von HCl und NaOH und zweitens darin, dab es Kohlenarten 
gibt, welche durch HCl positiv geladen werden kénnen (alle hitze- 
aktivierten Kohlen), und andere, welche nicht positiv werden (normale 
Zuckerkohle). Ferner zeigen selbst stark aktivierte Kohlenarten be- 
deutende Unterschiede in ihrem Verhalten gegen oberflachenaktive 
Substanzen. 

4. Der Unterschied zwischen normalen und _hitzeaktivierten 
Kohlenpraparaten ist nicht nur quantitativ, sondern zum Teil auch 
qualitativ. 

Aus alledem darf man schlieBen, daB selbst nach starker Erhitzung 
die aus verschiedenen organischen Stoffen hergestellte Kohle keinen 
in bezug auf ihr Adsorptionsvermégen einheitlichen Stoff darstellt. 
Es wird eine Aufgabe weiterer Untersuchungen sein, die chemische 
und physikalische Konstitution der verschiedenen Kohlen mit ihrem 
Verhalten bei der Adsorption und bei der Elektroendosmose in Zu- 


sammenhang zu _ bringen. 














Uber die Messung der Insulinwirkung. 


Von 
Hedwig Langecker und Wilhelm Stross. 


(Aus dem pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der deutschen 
Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei naherer Uberlegung wird man der Auffassung zustimmen, 
daB der Fortschritt, welchen die glanzenden Resultate von Banting 
und Best bedeuten, nicht so sehr in der Ausarbeitung einer Methode 
zur Gewinnung blutzuckersenkender Pankreasextrakte (mége_ hierin 
auch ein nicht zu tiberschatzender praktisch therapeutischer Fort- 
schritt gelegen sein) als vielmehr eigentlich in der Einfiihrung der 
biologischen Auswertungsmethode in diesen Teil physiologischer 
Forschung gelegen ist. Erst die biologische Auswertung hat die Ge- 
winnung des Insulins erméglicht und alle weiteren Fortschritte, welche 
auf dem Gebiete der Insulinforschung im weitesten Sinne zu erhoffen 
sind, hangen von der Zuverlassigkeit der physiologischen Messungen ab. 

Es hat sich nun immer mebr und mehr, je gréber der Umfang der 
diesbeziiglichen Erfahrungen geworden ist, gezeigt, da die urspriinglich 
von den Torontoer Forschern geiibte Methode nicht ausreichend ist, 
und es sind im Laufe der Zeit zahlreiche Vorschlage zur Verbesserung 
der biologischen Auswertung blutzuckersenkender Substanzen an- 
gegeben worden. Hierbei ist zunachst bloB an die Schwierigkeit gedacht, 
mit Sicherheit die blutzuckersenkende Wirkung gewisser Substanzen 
zu messen. Auber Betracht gelassen ist aber die Schwierigkeit, welche 
darin besteht, da der Mechanismus einer beobachteten Blutzucker- 
konzentrationsverminderung nicht in allen Fallen der gleiche ist, und 
daB somit eine noch so genau aufgenommene Blutzuckerkurve keine 
Gewihr dafiir bietet, das wirksame Inselhormon in der Hand zu haben, 
eine Gewahr, welche vorher auf andere Weise geschaffen werden sollte, 
ehe aus Beobachtungen iiber Senkung der Blutzuckerkonzentration 
irgendwelche Schliisse gezogen werden. 

Da sich bisher das Kaninchen als Versuchstier allenthalben beinahe 
unumstritten behauptet hat, ist wohl anzunehmen, dab diese urspriing- 
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liche Wahl der amerikanischen Forscher insofern eine gliickliche ge- 
wesen ist, als andere Versuchstiere keinen Vorteil gegeniiber dem 
Kaninchen bieten diirften. Aber das Kaninchen ist insofern ein héchst 
unzuverlassiges MeBinstrument, als das AusmaB seiner Reaktion auf 
die parenterale Beibringung des Insulins ein weitgehend schwankendes 
ist, und das in einem Grade, den sich auch die mit dem Gegenstand 
dauernd Beschaftigten offenbar nicht immer vollig klar gemacht haben. 
Nun ist dieses Schwanken der Empfindlichkeit nicht etwa gerade ein 
Charakteristikum dem Insulin des Kaninchens gegeniiber, sondern es 
hat im ganzen Bereich der Giftlehre Geltung. Wenn auch seine Be- 
deutung im Prinzip allgemein anerkannt ist, so sind zweifellos nicht 
immer die entsprechenden Folgerungen gezogen worden, denn sonst 
waren wir hinsichtlich biologischer Auswertungen iiberhaupt heute 
schon wesentlich weiter, als es, dem jetzigen Stande dieses so un- 
gemein wichtigen Gegenstandes zufolge, der Fall ist. 


I. 

Wie schon einige Autoren vor uns!), haben auch wir uns zunichst 
bemiiht, das MeBsubstrat: die Blutzucker-C bei unseren Kaninchen, 
nach méglichst vielen Richtungen hin zu definieren, und zwar nicht nur 
die normale Blutzucker-C hungernder Kaninchen im allgemeinen, 
sondern auch die des einzelnen Individuums, wenigstens nach Tunlich- 
keit; dann aber auch die Blutzucker-C, bei welcher fiir gewéhnlich 
der hypoglykiimische Symptomenkomplex auftritt, welcher, als ein 
, ausgezeichneter Punkt* der pharmakologischen Wirkung, mit Recht 
von den Entdeckern des Insulins dadurch zur Auswertung mitbenutzt 
wurde, daB sie diesen Wert mit in die Festsetzung der biologischen 
Einheit aufgenommen haben. 

Was zunichst den normalen Blutzuckerspiegel 20 bis 24 Stunden 
lang hungernder?) Kaninchen anlangt, so ergibt sich aus unseren Er- 
fahrungen an 224 Tieren, daB er (gemessen nach Bang II) im Mittel 


1) Z. B. Scott und Ford, Amer. Journ. of Physiol. 68, 520, 1922/23; 
Eadie, ebenda, §. 513. 

2) Jedem Experimentator ist es natiirlich gelaufig,daB unter ,,24 Stunden 
hungernden Kaninchen‘' nur gemeint ist, daB das Tier 24 Stunden keine 
Nahrung aufgenommen hat, womit bei den Herbivoren, insbesondere den 
Kaninchen, durchaus nicht verbunden ist ein Zustand ausgeschalteter 
Verdauungstiatigkeit im weitesten Sinne des Wortes, wie etwa bei Carnivoren, 
welche nach gleicher Zeit des Nahrungsentzuges einen véllig leeren Magen- 
darmkanal und ruhende Verdauungsdriisen aufweisen; denn nach 24stiin- 
digem Futterentzug ist der Magen bei Kaninchen ja noch strotzend gefiillt 
und die Verdauung in voller Tiatigkeit. Das sei besonders mit Riicksicht 
auf Depisch, Hégler und Ueberracks Veréffentlichung (Klin. Wochenschr. 
1924, S. 1246) gesagt, welche ein groBes Gewicht auf die genaue Einhaltung 
des Abstandes der Injektion von dem Zeitpunkt des Nahrungsentzuges legen, 
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96 mg-Proz. betragt. Dieser Mittelwert ist mit einem mittleren Fehler!) 
bzw. einer mittleren physiologischen Schwankung von 1,11 mg-Proz. be- 
haftet. Das ihm zugrundeliegende Material sind ganz ungebrauchte Tiere 
und solche, welche unter den spiter zu erwihnenden Kautelen schon 
ein bis mehrere Male mit Insulin behandelt worden waren. 47 nicht 
vorbehandelte Tiere hatten einen Mittelwert von 99 mg-Proz., welcher 
mit einem mittleren Fehler von 12,2 behaftet ist. Die mittlere Ab- 
weichung der Einzelbeobachtung (Standardabweichung = 6) betragt 
16,6 mg-Proz. bei den 224 Tieren. Innerhalb des Bereiches von + !. 6 
liegen 39 Proz. der Beobachtungen, innerhalb des Bereiches von + 1 6 
69 Proz., innerhalb des Bereiches von + 2,76 liegen simtliche Beob- 
achtungen, so daB die Verteilung dieser Werte sehr gut iibereinstimmt 
mit der idealen Variationskurve (gefordert innerhalb des Bereiches 
von + !.6 38 Proz., + 1 6 68 Proz., innerhalb + 3,8 6 simtliche Beob- 
achtungen). Bei den 47 normalen Tieren betrug 6 12,5 Proz. (Mit 
Riicksicht auf die geringe Mittelwertsdifferenz und die GréBe der 
mittleren Fehler der Mittelwerte kénnen die Mittelwerte dieser beiden 
Serien nicht als sicher voneinander verschieden betrachtet werden.) 

Man wird daher von vornherein Werte, welche unter 80 und solche, 
welche iiber 112 mg-Proz. liegen, als seltenere, solche, welche unter 65 
und tiber 137 mg-Proz. liegen, als sehr selten ansehen kénnen. 

Andere, namentlich amerikanische Forscher (Scott und Ford, 
Eadie, |. c.) haben héhere Werte mit sehr annahernd der gleichen pro- 
zentischen Standardabweichung gefunden. Dies wird spater noch 
diskutiert werden. 

Nach unseren Erfahrungen betragt die Standardabweichung der 
Einzelbestimmung nach Bang JI*) + 2,2 Proz. bei Werten iiber 
70 mg-Proz., + 3,8 Proz. bei Werten zwischen 40 und 70 mg-Proz., 
+ 5,8 Proz. bei Werten unter 40 mg-Proz., also rund 2 mg-Proz. Blut- 
zucker. Dieses Ergebnis lieferte das Arbeiten mit n/200 Thiosulfat- 
lésung. Bei Verwendung von n/100 Lésung wird die Standardabweichung 
etwas gréBer, namlich 3,3 bzw. 5 und 7 Proz., was ja leicht verstandlich 
ist (Ablesungs- und Tropfenfehler). 

Man kann also im allgemeinen sagen, daB die Einer der Milligramm- 
prozente unsicher sind. Dieser Fehler der Bestimmungsmethode ist 


. . +p D? . . . 
1) Standardabweichung = ¢ t| ; mittlerer Fehler des 
n 
oa a F 
Mittelwertes m od : mittlerer Fehler einer Differenz zweier 
n 
Mittelwerte M, und M, MDift \m? + m2, wobei <pD* die Summe 


der Quadrate der Abweichungen vom Mittel, » die Zahl der Beobachtungen 

bedeutet. Vel. Johannsen, Elemente d. exakt. Erblichkeitslehre, 2. Aufl., 

Jena 1913; Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden 8, 574, 1915. 
2) Vel. 8. 31. 
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aber in Anbetracht der GréBe der Individualschwankung so gering- 
fiigig, daB er nicht in Betracht kommt; es ist daher die Genauigkeit 
der Bang-II-Methode véllig der Definition des Objektes angepaBt. 

Was die Definition des Blutzuckers ein und desselben Kaninchens 
anbelangt, so sind naturgemaéB unsere Beobachtungen in dieser Be- 
ziehung nicht so zahlreich. Soweit sie einen SchluB zulassen, ergibt sich 
aber, daB das einzelne Tier einen etwas besser definierten Blutzucker 
hat. Dariiber verglerche Tabelle I, deren Durchschnitt gut mit den 
Ergebnissen Eadies (1. c.) tibereinstimmt. 


Tabelle I. 


Die normale Blutzuckerkonzentration einzelner hungernder Kaninchen. 





Mittlerer Fehler der 
Zahl der Mittelwert Einzelbeobachtung 


Nr. des Tieres Beobechtungen 


mg-Proz. in mg-Proz. 

279 6 86.5 7.6 8.6 
276 9 88,7 14,7 16.5 
227 8 87,6 8,26 94 
189 7 89,2 12,26 3,7 
273 8 93 16.3 17,5 
271 7 90,4 8.9 9,9 
272 8 89 10,12 11,2 
274 9 88.6 10,6 11,9 
277 8 82 10,4 12.6 
173 5 93,8 7,2 77 
177 10 100 12,7 12,7 
176 5 88.8 7.6 8.6 
202 7 95,7 8.9 9.3 

Mittelwert . . 10,84 115 


Was nun die Definition der Blutzuckerkonzentration beim Aus- 
bruch der hypoglykamischen Krampfe oder der als ihnen aquivalent 
zu bezeichnenden schweren Paresen [,,Désigsein’* von Hdéyler, Depisch 
und Ueberrack')] anlangt, so ergibt sich aus 52 Beobachtungen®) von 


1) Klin. Wochenschr. 1924, S. 1246. 

2) Diese Zah] ist im Vehaltnis zu unserem sonstigen Materia] klein. 
Sie bezieht sich auf den Ausbruch der Krampfe oder den stark ausgepragten 
paretischen Zustand und ist eine Fortsetzung der friiheren Zusammenstellung 
unseres diesbeziiglichen Materials, wie sie der eine von uns zusammen mit 
Wiechowski mitgeteilt hat (Verh. d. deutsch. Ges. f. inn. Med. 1924, 8. 129). 
Der damalige Wert war 26 mg-Proz. mit einem mittleren Fehler von 
4.3 mg-Proz. Die Differenz der Mittelwerte (1,6 mg-Proz.) ist so klein im 
Verhaltnis zu dem mittleren Fehler der Differenz der Mittelwerte (1,0 mg- 
Proz.), daB diese beiden Serien nicht als voneinander verschieden betrachtet 
werden kénnen. Da zahlreiche Autoren iiber das Krampfniveau abweichende 
Angaben machen, worauf noch ausfiihrlich eingegangen werden wird, sei 
schon hier darauf verwiesen, daB die auf 8. 302 genauer angefiihrten spiteren 
Befunde eine starke Stiitze fiir die Richtigkeit unserer ersten Zusammen- 


stellung geben. 
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krampfenden Tieren ein durchschnittliches Blutzuckerniveau von 
27.9 mg-Proz. mit einer Standardabweichung von + 5,7 mg-Proz. 
(= 20 Proz.). Hier fallt die Standardabweichung schon sehr nahe an 
den Fehlerbereich der Bestimmungsmethode (wie denn naturgemab 
die Sicherheit der Werte bei der Bangschen Methode um so mehr sinkt, 
je kleiner sie sind). Interessant ist aber, daB sie auch hier ungefahr 
der des normalen Blutzuckerdurchschnittswertes gleich ist. Wahr- 
scheinlich ist demnach, daB das Krampfniveau bei ein und demselben 
Tier ungefahr den gleichen Schwankungen unterworfen ist, wie der 
normale Blutzucker. Ferner geht das Erreichen eines bestimmten 
Blutzuckerniveaus bekanntlich nicht immer mit dem Auftreten von 
Krampfen bzw. hypoglykimischen Paresen einher, sondern vielfach 














bleiben Krampfe aus, und zwar selbst Mittelwert 

dann, wenn ein niedrigeres Blut- 30 a + 7 
zuckerniveau feststellbar ist, als das, N 

bei dem gewéhnlich Krampfe  ein- ¥ | | H 

treten. In dieser Beziehung stimmen gy} | | | f) 1 tI | |} 
wir daher mit der urspriinglichen § | ! 
amerikanischen, einschrankenden For- ‘ | 
mulierung tiberein, die dahin lautet, ae el is A ene 
daB bei einer bestimmten Blutzucker- § | f 
konzentration fiir gewéhnlich Krampfe A | 

auftreten. Wie hiufig ein bestimmter | 14 {| 

niedriger Blutzuckerwert mit Krampfen ™% 77 20 23 26 29 32 35 38 HW 47 


mg % Blutzucker 


einhergeht bzw. wie oft solche trotz 
Abb. 1. Variationskurve der Blut- 


niedrigem Blutzuckerniveauausbleiben, zuckerwerte von 52 Kaninchen beim 
dariiber gibt die Kurve der Abb. 1 Auf- Ausbruch von Krampten (ausgezogene 
lariiber gibt li Ku : I 2 \ 1A ; Linie) und von 5 Kaninchen, welche 
schluB. Aus dieser ergibt sich, daB bei tiefe Blutzuckerwerte ohne Krampte 
. . hatten (gebrochene Linie). Die Zahlen 
dem Blutzuckerspiegel von 26 mg-Proz. Fg een tase Mage cag 
und weniger viel haufiger Krampfe mitten* (s. Johanneen, |. &). 


bei unseren Kaninchen auftraten als 

ausblieben, daB bei 32 mg-Proz. beides gleich oft vorkam und _ bei 
héherem Blutzuckerspiegel Kraimpfe selten sind. Aus ihr ergibt sich 
ferner, daB der Blutzuckerwert, welchen die amerikanischen Autoren 
fiir diesen Zustand annehmen, ein ganz anderer, und zwar viel héherer 
ist, ais der, den wir beobachteten. Wahrend bei den amerikanischen 
Forschern gewohnlich bei 45 mg-Proz. Krampfe auftreten, ist das bei 
uns héchstens einige Male ausnahmsweise beobachtet worden, wahrend 
bei uns Krimpfe im Mittel erst bei 28 mg-Proz. auftreten. 

Sowohl die normalen Blutzuckerwerte als auch das Niveau, bei 
welchem gewoéhnlich der hypoglykamische Symptomenkomplex auf- 
tritt, liegen bei den amerikanischen Autoren héher als bei uns. Es fallt 
auf, daB die Differenzen nicht nur gleichsinnig, sondern auch ungefahr 
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gleich groB sind. Wir kénnen nichts Sicheres dariiber sagen, worauf 
diese Differenzen [die den Variationsbereich der beiden Beobachtungs- 
reihen weit tibersteigen!)| zuriickzufiihren sind. Es lage nahe, an 
Rassenunterschiede zu denken, ebenso aber auch daran, daB die ver- 
schiedenen zur Blutzuckerbestimmung angewendeten Methoden fiir 
die Differenzen verantwortlich sein kénnten. Es sei hier auf die Arbeit 
von Hést und Hatlehol*) verwiesen, aus welcher hervorgeht, da®B die mit 
verschiedenen Methoden erhaltenen Blutzuckerwerte nicht immer ohne 
weiteres miteinander verglichen werden diirfen. Insbesondere die in 
Amerika so viel verwendeten Methoden von Folin und Wu und von 
Benedict liefern ja sehr viel héhere Werte als die untereinander gut 
iibereinstimmenden Methoden von Bang und Hagedorn. Eigene Er- 
fahrungen tiber die gegenseitige Relation der mit verschiedenen Methoden 
gewonnenen Blutzuckerwerte, insbesondere auch iiber die in der 
Insulinforschung so viel verwendete Methode von Shaffer und Hartmann 
fehlen uns. Das aber auch die Hagedornwerte nicht ohne weiteres 
mit denen nach Bang verglichen werden diirfen, wird wahrscheinlich 
gemacht durch die Arbeit von Putter*), in welcher wir aus der mit- 
geteilten Tabelle den Durchschnitt der Normalwerte mit 111 mg-Proz. 
berechnet haben, wahrend unsere Zahl, die mit der von Bang?*) 
(100 mg-Proz. aus 40, bei uns 99 mg-Proz. aus 47 Tieren) geradezu 
ideal iibereinstimmt, niedriger ist 

Unabhangig von der durch die Methode beeinfluBten absoluten 
GréBe der Werte zeigt also der normale, aber auch der Krampfwert 
des Blutzuckers hungernder Kaninchen eine Standardabweichung von 
rund 20 Proz., und wir diirfen daher wohl annehmen, da’ auch da- 
zwischen liegende Blutkonzentrationen, welche von mittleren Insulin- 
dosen herbeigefiihrt werden, etwa auf 20 Proz. genau definiert sind. 


Il. 

Wiahrend derart das Kaninchen sich als ein hinreichend genaues 
MeBinstrument darstellt, wird eine Auswertung von brauchbarer Ge- 
nauigkeit dadurch sehr erschwert, daB die Reaktion verschiedener 
Kaninchen, d. h. ihre Empfindlichkeit gegeniiber dem Inselhormon, 
eine derart schwankende ist, daB die Gewinnung halbwegs gesicherter 
Resultate geradezu in Frage gestellt ist. Es ist zwar seit langem be- 
kannt, daB verschiedene Kaninchen sehr verschieden empfindlich gegen 
das Insulin sind, und diese bald gemachte Erfahrung hat dazu gefiihrt. 


1) Die Differenz der Mittelwerte ist rund 1] mal] so groB wie der mittlere 
Fehler der Differenz der Mittelwerte. 

2) Journ. of biol. Chem, 42, 347, 1920. 

3) Klin. Wochenschr. 1924, 8. 2239. 

*) Der Blutzucker. Wiesbaden 1913. 

















Messung der Insulinwirkung. 301 


zahlreiche, manchmal geradezu groteske Mengen') von Tieren zur 
Auswertung heranzuziehen, aber man macht sich fiir gew6hnlich kaum 
eine richtige Vorstellung von der GréBe dieser individuellen Empfind- 
lichkeitsschwankungen, welche, wie hier schon vorausgeschickt sei, in 
extremen Fallen mehrere L000 Proz. — 495 
betragen kann. Wir haben der 02mg/kg 
Feststellung der Empfindlichkeits- [~~~ 
schwankungen eine ganze Reihe 





‘ Q3 mg/kg | 12. mg/kg 
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von Versuchen gewidmet. 
Bei solchen Versuchen kommt 
es darauf an zu ermitteln, welche 
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also bei uns auf 28 mg- Proz. herbeizu- + 
fiihren. Diese Ermittlung erfordert, 


























daB an einem und demselben Tiere 35 —+—+— 

mehrere Injektionen gemacht wer- as 

den, und es ist die Voraussetzung ae a ee a a 

. ; ‘ ‘ Stunden 

einer solchen 6fteren Injektion, daB Abb. 2 

die Tiere ihre Individualempfindlich- Beispiele fur die individuelle Empfindlich- 
, ‘ . keitskonstanz bei mittleren Insulindosen. 

keit mehr oder minder genau beibe- Testpriiperat Ne. 1. Drei Tiese, erste Ine 


jektion ausgezogene, zweite Injektion (nach 
¢ 9 10 Tagen) gestrichelte Linie. Man beachte 
die man aus derartigen Versuchs- hier und in Tabelle Il, wie verschieden 
empfindlich die verschiedenen Tiere sind. 


halten —, nur dann sind die Schliisse, 


ergebnissen ziehen kann, gesichert. 

In dieser Beziehung haben uns Versuche, von denen einige pragnante 

wiedergegeben seien (Abb.2 und Tabelle II) die nétige Sicherheit 
Tabelle II. 


Beispiele der Empfindlichkeitskonstanz nach mittleren Dosen, 





Blutzucker in mg-Proz. Testpraparat Nr.1 


Nr. des Tieres Datum Stemmial 1 Std. 2 Std. 3 Std. mg pro kg 
m= (om!) os | | «| — |) 
a ie 1 a re OS 
im (ow ‘st | a | a | — | 88 
aS a 32 >: — | % 


1) Walters (Journ. of Endocrinology 5, 661, 1923) verwendet zur Aus 
wertung einer Fabrikationscharge bis zu 500 Kaninchen. 
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Tabelle III. Unterschiedsempfindlichkeit der Kaninchen der ganz ben | 
iiber einer ganzen und halben wirksamen Dosis unseres Testprap r, 2*). 
mg-Proz. 2 Stunden nafhr Inje' 

















Nr Wirkung von Nr Wirkung von Nr Wirkung von Nr Wirkung Nt 
des mg pro kg den mg pro kg dee mg pro kg én mg pro kg “ee 
Tieres 0,025 0.0125 Tieres 0,05 0,025 Theres 01 O05 Tieres 0.2 — 
123 27 55 265 Kr?) 59 140 Kr 38 138 Kr t) us 
— -~ — 146 Kr 62 95 Kr 53 155 Kr 63 bb 
— — = 51 Kr 40 43 Kr 32 160 Kr 4 148 
—_ —_ — 58 Kr 45 263 Kr 38 148 28 7s 53 
— — -~— 85 Kr 68 267 Kr 42 260 Kr 57 Biss 
— — —_ 85 Kr 68 130 Kr 36 279 Kr 35 8274 
— — = 85 Kr 55 104 Kr 54 110 Kr 38 8131 
— — 52 27 39 146 Kr 35 60 Kr 35 9271 
— — — 22 Kr 51 51 Kr 49 121 Kr 30 B15 
—- ~- — 120 Kr 55 289 Kr 38 291 Kr 4) 276 
— — — — — — 157 Kr 41 89 Kr 35 208 
— — — — — — 83 Kr 35 88 Kr 4) @272 
_— —_ _ —_ om _ 126 Kr 46 81 Kr jt Bes! 
—_ si — _ eos — 126 Kr 60 206 Kr 75 210 
— a _ —_— — — 61 25 35 127 Kr 47 #205 
— — — — — —— 22 Kr 70 130 Kr 3) Blo 
— — — — — — 22 Kr 38 132 Kr at 105 
_— — —_ — — — 120 Kr 36 215 || Kr 43 83 
_ — -- — _ = 120 30 39 82 || 23 35 87 
— — — — — _ 156 22 39 126 Kr 38 109 
_ aa _— —_ —_ — 162 Kr 42 223 Kr 32 #150 
— — — — — —_ 162 28 44 67 Kr 38 106 
—_ — _— — = —_ 173 22 33 67 Kr 4 25 
_ — _- — — == 204 30 52 61 Kr 30 105 
‘ania aa we os nae iw 211 20 43 61 Kr 35 124 
aa _— — ome — _— —_ — —_ 25 Kr }] 125 
mae Jet a — one -_ — ae _ 25 Kr j 133 
on = eae —_ a odes —_ oo ai 105 Kr 32 140 
duals — _ —_ — — _ oti —_ 120 32 | 147 
on oe oe _ — _ _ _— onan 120 Kr ) 148 
— -— —_ _— — — — — — 125 Kr | 156 
— — _ =, —_ — — —_ —_ 125 Kr a) 188 
pa —_ m_, — _— _ ous _— —_ 138 27 i 202 
— aes _— a — a — ome one 145 24 48 207 
—_ ne dis on — cn — ome om 152 Kr 4] 209 
_ — _ _— — —_ == one — 152 Kr 43 211 
“ es al aid ve _ _ vane = 162 Kr " 277 
—_ as it ini — _ _ _— ‘ints 162 Kr D4 277 
= Sin mn _ — om -— et _— 187 Kr 4) B27 
_ _— — —_ _ —_ _— _ ~— 191 Kr 4 — 
one fee = aa ies — —_ —_ — 204 Kr 4] -- 
= 209 Kr 43 — 
Mittelwert f. d. halbe .krampfmachende Dosis* | 54,2 | — — 427 | — — Hig - 


') Der mit dem Testpriiparat Nr. 1 gewonnene kleinere Teil der Werte i-\fir die 
praparates Nr. 2. — *) Die an dieser Stelle angefiihrte Dosis ist nicht die ,kramp!ffuachen 
geschaltet und keine weiteren Werte bei ihnen bestimmt. — *) Kr bedeutet KriimpfefMaher « 
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ben ,krampfmachenden*, bzw. bei wenig empfindlichen Tieren gegen- 
Blutzucker-C, ausgedriickt 


In 








Wirkung von Nr 
mg pro kg die 


o4 0.2 
Kr 34 106 


30 37: 135 
Kr 39 137 


30 51 149 


Kr 49 186 


Kr 45 — 


Kr 40 “ 

Kr 37 — 
Kr 45 — 
Kr 34 —_ 
Kr 51 — 
30 54 —_ 
Kr 46 _— 
Kr 48 — 
Kr 39 ital 
Kr 66 — 
Kr 81 aah 
30 56 — 
Kr 51 — 
Kr 42 —_ 
Kr 65 one 
Kr 40 sie 
Kr 36 a 
Kr 44 mite 
Kr 48 ney 
Kr 52 inn 


— | eal — 





achende*. Die Tiere wurden 
laher eine Blutzuckerkonzentration von 28 mg-Proz., 


Wirkung von 


mg pro kg 
0.42) 0.2 
42 60 
44 58 
39 47 
41 46 
36 54 201 
35 50 
37 48 
33 38 
44 57 
50 47 
33 41 
45 50 
48 54 
49 43 





Wirkung von 


mg pro kg 
06 04 
Kr DO 
Kr 37 
Kr 34 
Kr 38 
Kr 43 





Wirkung von 
mg pro kg 


0,6 03 
39 60 
35 — 


w die Zwecke dieser Tabelle ausgedriickt in den entsprechenden Werten des Test- 
als zu unempfindlich fiir die Auswertungen aus- 
5,7 mg-Proz., siehe oben. 
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gegeben. Ehe aber auf das Ergebnis dieser Untersuchung eingegangen 
werden kann, ist die Frage zu diskutieren, in welcher Weise die Blut- 
zuckersenkung beim Kaninchen eine Funktion der verabreichten 
Insulindosis ist bzw. wie bei Steigerung der Insulindosis an einem und 
demselben Tier sich der Blutzucker verhalt. Diese Abhangigkeit des 
Reizeffektes von der ReizgréBe ist bei den einzelnen Kaninchen durch- 
aus nicht konstant. Abgesehen davon, dal das MeBbereich, in An- 
betracht der immerhin mangelhaften Definition jedes Blutzucker- 
wertes zwischen 96 und 30 mg-Proz. ein relativ geringfiigiges ist, so dab 
es schwer halt, mehrere geniigend abgestufte Insulindosen hinsichtlich 
ihrer Wirksamkeit zu priifen, hat sich ergeben, dab die Unterschieds- 
empfindlichkeit gegeniiber steigenden Insulindosen bei verschiedenen 
Kaninchen sehr ungleich ist. Es kommen Tiere vor, bei welchen die 
Steigerung einer mittleren, nicht Krampfe machenden Insulindosis auf 
das Doppelte den gleichen Blutzuckerwert ergibt, wie die einfache Dosis. 

Als Beispiel fiir dieses besondere Verhalten, das wir in so pragnanter 
Form zehnmal beobachtet haben, sei ein Versuch angefiihrt: Kaninchen 
Nr. 143 erhielt von einem Praparat 0,2 mg pro Kilogramm und zeigte 
nach 2 Stunden eine Blutzuckerkonzentration von 48 mg-Proz. Nach 
10 Tagen erhielt es (frisch eingewogene Lésung) 0,4 mg des gleichen 
Priparats und zeigte eine Blutzuckerkonzentration von 49 mg-Proz. 
Tiere, bei denen ein derart torpides Verhalten festgestellt wurde, haben 
wir zur Auswertung nicht benutzt. Andere Tiere aber reagieren recht 
empfindlich auf eine Steigerung der Insulindosis. Schon aus diesem 
Verhalten der Tiere ergibt sich, daB die minimale Insulindosis, welche 
die Blutzucker-C auf das dem hypoglykamischen Effekt entsprechende 
Niveau von 26mg-Proz. herabdriickt, sich durchschnittlich nicht 
genauer ermitteln 1aBt als durch Abstufung der Dosen in einer geo- 
metrischen Reihe mit dem Faktor 2. Selbst bei den gut reagierenden 
Tieren ist eine Steigerung der Wirkung bei Steigerung der Dosis auf 
das Doppelte kaum jemals so erheblich, daB man mit Riicksicht auf 
die GréBe der Standardabweichung des Wertes jeder Blutzucker-C eine 
sichere Abstufung von dazwischen gelegenen Dosen erhoffen kénnte. 

Unsere Erfahrungen iiber die Relation zwischen der Wirkung der 
halben und der ganzen Minimaldosis finden sich ausfihrlich in der 
Tabelle IT. 

Es hat sich nun leider ergeben, daB die individuelle Empfindlichkeit 
des einzelnen Kaninchens doch nicht ganz so genau definiert ist’), 


1) Diese relative Konstanz der individuellen Empfindlichkeit ist auch 
schon von anderen Autoren bemerkt und gelegentlich ausgesprochen worden 
(z. B. Dudley, Biochem. Journ. 17, 376, 1923), wurde aber unseres Wissens 
noch nie systematisch zur Verbesserung der Auswertungsmethode aus- 


genutzt. 
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wie es sich aus den ersten Versuchsreihen ergeben hatte, die der eine 
von uns in Kissingen') mitgeteilt hat, wenn wir auch noch immer 
glauben, dab die aus jenen Befunden fiir die Praxis der Auswertung 
gezogenen Konsequenzen trotz dieser teilweisen Einschrankung einer 
rationellen Auswertungsmethode zugrundegelegt werden miissen. 

Im Verlaufe der weiteren zahlreichen Versuche ergab sich namlich, 
das immerhin ein gewisses Schwanken der individuellen Empfindlich- 
keit eintreten kann, wenn den Tieren, um die minimale ,,krampf- 
machende Dosis***) zu ermitteln, in einer geometrischen Reihe mit 
dem Faktor 2 abgestufte Insulinmengen injiziert werden. 

Uber Haufigkeit, Grad und Richtung der Abweichungen von der 
Regel der individuellen Empfindlichkeitskonstanz unterrichtet die 
Tabelle IV, welche alle unsere diesbeziiglich verwert baren Beobachtungen 
zusammenfaBt. 

Tabelle 1V. 
Ubersicht iiber die individuelle Empfindlichkeitskonstanz, 


Von 119 Tieren waren: 





—_— Eintach*) Zweitach Einfach Zweifach 
: uberempfindlich uberempfindlich unterempfindlich unterempfindlich 
52 43 Proz. | 32 27 Proz. 4 3 Proz. 29 24 Proz, | 2 1,7 Proz. 


*) Einfach uberempfindlich heift, da das Tier um ein Glied der Reihe mit dem Faktor 2 
uberempfindlich geworden ist. 


Aus dieser Stastistik ist zu ersehen, dab die individuelle Empfind- 
lichkeit im Rahmen der einer geometrischen Abstufung mit dem Faktor 2 
entsprechenden 100proz. Fehlerbreite ziemlich konstant bleibt, da die 
Tiere, bei denen die Empfindlichkeit in héherem Mabe schwankte, 
nur die Ausnahmen bilden (3 Proz. nach oben und 1,7 Proz. nach unten). 
In Anbetracht dessen, daB wir nie genauer als mit dem Faktor 2 geo- 
metrisch abgestuft die Empfindlichkeit unserer Tiere bestimmt haben, 
kénnen wir diese Resultate wohl als eine Bestatigung unserer friiheren 
Angaben ansehen. 

Allerdings kann man doch nur unter ganz bestimmten Voraus- 
setzungen, auf die weiter unten naher eingegangen wird, mit einer 
solchen individuellen Konstanz der Insulinempfindlichkeit der Kaninchen 
rechnen. 


1) Stross- Wiechowski, Verh. d. d. Ges. f. i. Med. 1924. 

2) Wir bedienen uns der Kiirze wegen hier und im folgenden des Aus- 
drucks ,,krampfmachende Dosis‘ fiir jene geringste Insulinmenge, die eine 
Blutzuckersenkung auf dasjenige Niveau bewirkt, bei welchem in der Regel 
typische hypoglykimische Symptome auftreten, das war in unseren Ver- 
suchen 28 + 5,7 mg-Proz. Die oberste, der ,,krampfmachenden Dosis“ 
entsprechende Blutzucker-C betragt demnach 34 mg-Proz. 


Biochemische Zeitschrift Band 161. 20 
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Wir haben also in den zulassigen Zeitabstinden bei den einzelnen 
Tieren jene Menge eines einheitlichen, in gréBerem Vorrat dargestellten 
Insulintrockenpraparates ermittelt, welche eben Krampfe oder eine 
Blutzuckersenkung auf das Krampfniveau herbeifiihrte. Dabei fanden 
wir, daB die Kaninchen, wie gesagt, individuell in sehr weiten Grenzen 
gegen Insulin verschieden empfindlich sind. In der folgenden Tabelle V 
ist die Empfindlichkeit von 175 Tieren ausgedriickt in der minimalen 
pro Kilogramm ,,krampfmachenden Dosis“. 


Tabelle V. 


Ubersicht iiber die individuelle Insulinempfindlichkeit von 176 Kaninchen, 





Minimale .krampfmachende 7h) Zahl Minimale ,krampfmachende 7,4} Zahl 
Dosis* des Testpraparates der Dosis* des Testpraparates , der 
Nr. 2 pro kg Kaninchen der Tiere Nr. 2 pro kg Kaninchen ‘ der Tiere 
mg Tiere Proz. aller mg Tiere Proz. aller 
0,025 1 0,6 04 48 27,2 
0,05 18 10,2 0,6 8 45 
0,1 31 17,6 gréBer als 0,4*) 11 6,2 
0,2 52 29,6 “ » 0,6*) 1 0,6 
03 6 3,4 





*) Bei diesen Tieren wurden héhere Dosen nicht mehr verabreicht. 


Aus der Tabelle V ergibt sich, daB sich die verschiedenen Empfind- 
lichkeiten zwar nicht gleichmaBig auf die einzelnen Dosen verteilen, 
daB man aber andererseits auch nicht von einer Dosis sprechen kann, 
bei der die absolute Mehrzahl der Tiere krampfen bzw. den Blutzucker- 
wert von rund 28 mg-Proz. haben. Nach der Dosis von 0,2 mg 
zeigten relativ die meisten Tiere die charakteristische Reaktion, aber 
das waren nur 29,7 Proz. Dieser Umstand ist, wie wir noch sehen werden, 
fiir die Bewertung eines Insulinpriparates') von gréBter Wichtigkeit. 

Mit Riicksicht darauf, daB in der Literatur haufig die Frage 
diskutiert wird, ob der ,,hypoglykamische Komplex mit der Hypo- 
glykimie in der Tat in einem festen Zusammenhang steht, sei auch 
unsere Meinung iiber diese Frage dargelegt, obwohl wir ihr keine speziellen 
Untersuchungen gewidmet haben. Dieser Zusammenhang schien den 
Entdeckern des hypoglykimischen Komplexes wohl geradezu_ selbst- 


1) Was die absoluten hier verwendeten Insulinmengen pro Kilogramm 
anlangt, so sei hervorgehoben, daB es sich um ein verhiltnismaBig un- 
reines Priparat handelte, welches wir nur aus dem Grunde als Vergleichs- 
priparat beibehalten hatten, weil viel davon vorhanden war und die Um- 
stellung auf ein anderes Vergleichspriiparat mit groBem Aufwand von Zeit 
und Tiermaterial verbunden gewesen wire. Wir sind daher bei diesem 
Vergleichspraparat geblieben, wiewohl wir heute iiber weit reinere Pra- 
parate verfiigen bzw. die von der einen von uns mitgeteilte Methode 
(Langecker und Wiechowski, Klin. Wochenschr. 1925, 8S. 1339) konstant zu 
Priparaten von der Reinheit von 0,05 mg pro 1-kg-Einheit fiihrt. 
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verstandlich, worin sie durch die bekannten Befunde von Mann und 
Magath und Fischler bestarkt werden muBten. Die von manchen 
Autoren [z. B. Laqueur'), Putter (|. c.), dort auch andere Literatur- 
angaben} an dem ursachlichen Zusammenhang geaiuberten Zweifel 
basieren (soweit die Argumente aus der eigentlichen Sphare der Insulin- 
forschung — und nur diese sollte zunichst herangezogen werden?), ent- 
nommen werden), zum Teil auf der Beobachtung, daB die Insulinkrimpfe 
keineswegs immer bei einem niedrigen Blutzuckerniveau ausbrechen, 
sondern gelegentlich auch bei nur wenig erniedrigten, ja sogar normalen 
Werten. Demgegeniiber miissen wir betonen, dab wir bei krampfenden 
Tieren, soweit wir von ihnen Blutzuckerwerte zur Zeit des Krampf- 
ausbruches bestimmt haben, ausnahmslos niedrige Blutzuckerwerte 
gefunden haben, meist, wie oben angegeben, héchstens 30 mg-Proz., 
niemals aber mehr als 45 mg-Proz. Ja, unsere simtlichen 2-Stunden- 
Werte von Tieren, welche nach diesem Zeitpunkt, aber innerhalb 
von 5 Stunden nach der (subkutanen) Injektion gekrampft haben, 
bewegten sich innerhalb dieses Rahmens. Auch von denjenigen Tieren, 
welche spiter als 5 Stunden nach der Injektion Krampfe bekamen, 
hatte ein Teil schon 2 Stunden nach der Injektion dem Krampf- 
niveau entsprechende Werte (vier Tiere, Krampfzeit 7 bis 9 Stunden 
post inject.; 2 Stunden-Werte 27 bis 31 mg-Proz.). Der Durchschnitt 
der 2-Stunden-Werte von 74 Tieren, welche spiter Krampfe bekamen, 
ist 33,2 mg-Proz. In diesem Durchschnitt sind zwélf héhere Werte 
(zwischen 35 und 60 mg-Proz.) enthalten, welche Tiere betreffen, die 
erst zwischen 5 und 9 Stunden post injektionem Kriampfe bekamen. 
DaB bei so groBem Zeitabstande die 2-Stunden-Werte nichts tiber das 
Blutzuckerniveau zur Zeit der Krimpfe aussagen, ist klar. Trotzdem 
ist die Durchschnittszahl eine so niedrige! 

Unter dem immerhin nicht geringen Material befindet sich blob 
1 Tier, welches 1, Stunde vor dem Ausbruch von Krampfen den relativ 
hohen Blutzuckerwert von 46 mg-Proz. aufweist. 

Soweit bei unseren Auswertungsversuchen auf die Krampfzeit 
geachtet worden ist, ergeben sich die in der folgenden Tabelle VI zu- 
sammengestellten Zeiten des Auftretens von Krampfen bei Tieren, 
welche die minimale ,,krampfmachende“ Dosis erhalten hatten. 

Ferner haben wir auch mit reineren Insulinpraparaten eigentlich 
niemals Krampfe gesehen, die sich durch (unter Umstanden wieder- 
holte) Zufuhr von Glucose nicht hatten beherrschen lassen. Aufgefallen 


1) Grevenstuck und Laqueur, Insulin, 8. 171. Miinchen 1925, 

2) Der singulaére Fall von Parnas und Wagner (Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 25, 361, 1921) ist viel zu wenig geklirt, als da®B man ihn fiir 
die Diskussion verwerten kénnte. 


20* 
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Tabelle VI. 


Ubersicht iiber das zeitliche Auftreten von Kriampfen nach der minimalen 
,krampfmachenden Dosis‘ bei 173 Tieren. 





Kramptzeit Zahl — Krampfzeit Zahl Zahl 
der T ¢ rr Tie 
Stunden nach der Tiere in Seon, ales Stunden nach der Tiere Rd 


der Injektion der Injektion 





l 4 23 6 7 4 

2 76 44 7 5 29 
3 36 20 8 5 2,9 
4 23 13 9 l 05 
5 16 9 


ist uns, daB wir, je reiner unsere Priparate wurden, im Verhaltnis 
zu der Haufigkeit von Krampfen immer seltener die schon mehrfach 
erwahnten schweren Paresen (,,Désigsein‘’‘) beobachteten. — Friiher 
sahen wir schwere Paresen nicht viel seltener auftreten als Krampfe, 
in letzter Zeit bestehen die hypoglykamischen Symptome eigentlich 
nur mehr aus Krampfen (zwischen deren einzelne Anfialle sich komatése 
Zustande einschieben kénnen, wie das schon oft beschrieben worden ist). 

Diese beiden Faktoren: Stets niedriger Blutzuckerspiegel im 
hypoglykamischen Symptomenkomplex (umgekehrt nicht immer, wie 
schon ausgefiihrt) und vollkommene Beherrschbarkeit des Komplexes 
durch Glucosezufuhr (wahrend andere Zucker nach der Mitteilung von 
Noble und Macleod, Amer. Journ. of Physiol. 64, 547, 1923, dazu in 
viel geringerem Grade befaihigt sind) machen einen Zusammenhang 
zwischen den beiden Phanomenen doch sehr wahrscheinlich. Er wird 
noch wahrscheinlicher, wenn man in Betracht zieht, daB reinen Insulin- 
priparaten im Gegensatz zu anderen Hormonen so ungemein wenige 
,.organotropen“ Wirkungen zukommen (dariiber siehe Langecker und 
Wiechowski, 1. ¢.). 

Fragt man nun nach der Ursache dieser auffalligen Diskrepanz 
zwischen unseren Befunden betreffs der Héhe des Blutzuckerspiegels 
im hypoglykamischen Zustand und denen anderer Autoren, so ist es 
wohl recht unwahrscheinlich, daB Verschiedenheiten des Kaninchen- 
materials an solchen groBen Differenzen schuld sein kénnten (wahrend 
dieser Faktior bei kleineren Differenzen vielleicht eher in Betracht 
kommen kénnte). Es liegt wohl naher, diesen Unterschied auf Rechnung 
von Verschiedenheiten der verwendeten Insuline zu setzen und die 
Frage zu erértern, ob nicht Verunreinigungen des jeweils verwendeten 
Insulins fiir die auffilligen (auch nach den Angaben der genannten 
Autoren immerhin nur die Ausnahme bildenden) Differenzen ver- 
antwortlich zu machen sind. Dazu wiirde sehr gut stimmen, dab 
z. B. die von einem Autor (Putter) verwendeten Priparate um ein Viel- 
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faches unreiner waren als die unseren (Milligramme bei Putter, Dezi- 
milligramme bei uns). Ferner ist auf die Mitteilungen von Fisher’) 
und Laqueur und Grevenstuck*) tiber die Antiinsulinfraktion zu_ver- 
weisen, eine mit 50proz. Alkohol fallbare Fraktion, welche Krampfe 
bei normalem oder erhéhtem Blutzucker macht. Ihr etwaiges Vor- 
handensein in den fremden, ihr etwaiges Fehlen in unseren Praparaten 
ware eine gute Erklarung der besprochenen Diskrepanzen. Es kann 
allerdings nicht verschwiegen werden, dali in unserem Institute im 
Gange der Darstellung des Insulins sehr haufig auch samtliche ver- 
worfene Fraktionen auf ihre Blutzuckerwirkung hin untersucht wurden 
und dabei eigentlich niemals eine Fraktion sich finden lieB, welche der 
Antiinsulinfraktion des genannten Autors entsprochen hitte, wie 
noch in einer spateren Publikation der einen von uns ausfiihrlich dar- 
gelegt werden wird. 

Auch das nicht so seltene Ausbleiben von Krimpfen (s. Kurve 
Abb. 1) bei einem Blutzuckerwert, bei welchem sie in anderen Fallen 
auftreten, ist kein entscheidendes Argument gegen einen Zusammenhang 
zwischen Krampfen und Hypoglykimie. Abgesehen davon, dali es 
dieselben Insulinpraparate waren, bei welchen die Kriampfe bei gleichem 
Blutzuckerniveau einmal ausbleiben und einmal auftreten, weisen auch 
nicht selten Tiere durch mehrere Stunden einen gleichmabig tiefen, 
eigentlich im Bereich der Fehlergrenzen der Zuckerbestimmung praktisch 
konstanten, Blutzuckerspiegel auf und erst spat brechen, ohne deutliche 
Anderung des Blutzuckerniveaus, plitzlich Krampfe aus (auf die gréBere 
Ungenauigkeit der Blutzuckerbestimmung, wenigstens der nach Bang, 
bei sehr niedrigen Blutzuckerwerten sei jedoch hier nachdriicklich 
hingewiesen). Nach unseren Erfahrungen ist tiberhaupt bei gréBeren 
als mittleren Dosen und subkutaner Injektion der Verlauf der Blut- 
zuckerkurve nur ungefahr wahrend der ersten Stunde ein steiler. Trotz- 
dem ist man natiirlich niemals sicher, wirklich das Minimum der Kurve 
bei nicht unmittelbar aufeinanderfolgenden Blutentnahmen getroffen 
zu haben, und wenn, wie es scheint, die Schwelle fiir den Eintritt des 
Krampfanfalls recht fein abgestuft wire, so kénnte dies schon eine 
gewisse Erklarung fiir die relative Inkonstanz des Krampfeintritts 
abgeben, ganz abgesehen davon, daB noch andere Momente dabei 
mitbestimmend einwirken kénnten (Steilheit des Abfalls, Dauer des 
Verharrens auf einem bestimmten Niveau und anderes mehr). Ob 
bei den von den unserigen abweichenden Befunden Putters die von ihm 
geiibte intravenése Injektion eine wesentliche Rolle spielt, kénnen wir 
nicht beurteilen. 


1) Amer. Journ. of Physiol. 67, 59. 
*) le. 
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Das Moment des Abfalls der Blutzucker-C sei hier deshalb erértert, 
weil einzelne Forscher [Murlin')] die GréBe des absoluten Abfalls, 
andere wiederum [z. B. Léwe*)] den Abfall, ausgedriickt in Prozenten 
des Ausgangswertes, der Auswertung zugrundegelegt haben. Wir 
haben einen Teil unseres Materials auch auf diese beiden Weisen durch- 
gerechnet, ohne daB uns ein besonderer Vorteil damit verbunden schien, 
d. h. ohne daB die einzelnen Versuche untereinander besser iiberein 
gestimmt hatten. So ergibt sich z. B. bei der Durchrechnung derjenigen 
Versuche, aus welchen wir die Verteilungskurve der Blutzuckerwerte 
im Krampfstadium gewonnen haben, daB Krampfe auftreten bei einem 
durchschnittlichen absoluten Abfall um 62 mg-Proz., welcher Wert 
mit einer Standardabweichung von -+- 16,5 Proz. behaftet ist bzw. bei 
einem durchschnittlichen Abfall auf 31 Proz. des Ausgangswertes, 
wobei die Standardabweichung auch + 16 Proz. betragt. Da diese 
beiden Ausdrucksweisen keine besonderen Vorteile bieten, so sind wit 
dabei geblieben, der Auswertung den absoluten erreichten Blutzucker- 
wert zugrundezulegen. 

Wenn es auch prinzipiell wiinschenswert wire, in jedem einzelnen 
Versuch eine genaue Blutzuckerkurve mit méglichst vielen Werten 
aufzunehmen, so ist dies doch praktisch nicht durchfiihrbar. Nach 
unseren Erfahrungen ist wohl der 2-Stunden-Wert derjenige, mit 
welchem man nach subkutaner Injektion nicht unter mittleren Dosen 
dem wirklichen Minimum bei der groBen Mehrzahl der Tiere recht nahe 
kommt. Wir beschranken uns daher fiir die Praxis der Auswertung 
im allgemeinen auf diesen Wert. 

Ebenso wie Kaninchen zeigen Mause enorme individuelle Empfind- 
lichkeitsunterschiede gegeniiber dem Insulin. Aus diesem Teil unserer 
Untersuchungen sei blo®B der folgende Versuch mitgeteilt. Sieben 
Reihen von je 15 Mausen wurden entsprechend steigende Dosen eines 
und desselben Praparats intraperitoneal injiziert. 

Das Ergebnis ist in der folgenden Tabelle VII zusammengestellt. 

Tabelle VII. 


Ubersicht iiber die individuelle Insulinempfindlichkeit von weiBen Mausen. 





Dosis pro 20 g Maus , . Dosis pro 20 g Maus a . 
des Testpriparetes Nr. 1 Von je 15 Tieren des Testpriparstes Nr. 1 Von je 15 Tieren 
se hatten Krampfe hatten Krampfe 
x mg 
0,00187 0 0,0075 6 
0,0028 + 0,011 13 
0,0037 5 0,015 15 
0,0056 4 





Dieses Testpriiparat hatte eine durchschnittliche Wirksamkeit von 
0,6 mg pro Kilogramm Kaninchen. 


1) Amer. Journ. of Physiol. 68, 140 u. 213, 1924. 
2) Deutsch. med. Wochenschr. 1924, 8. 332. 
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An anderen Tieren, insbesondere Katzen und Hunden, haben wir 
derartige Versuchsreihen nicht angestellt. Es ist jedoch, soweit sich aus 
der einschligigen Literatur [insbesondere franzésische Autoren')] 
ergibt, héchst wahrscheinlich, daB auch Hunde sich nicht anders ver- 
halten und daB bei ihnen ebenfalls sehr groBe individuelle Empfind- 
lichkeitsdifferenzen bestehen. 

Verhalten sich aber, wie man demnach wohl annehmen darf, die 
meisten Tiere derart gegeniiber dem Insulin, so diirfte wohl auch der 
Mensch von dieser Regel keine Ausnahme machen, insbesondere 
aber auch nicht der diabetische Organismus. Sind doch auch schon 
vollig insulinrefraktaére Fille von Diabetes beim Menschen bekannt 
geworden. Ebenso darf als wahrscheinlich gelten, dab der einzelne 
Mensch, wie das einzelne Kaninchen, seine individuelle Empfindlichkeit 
de norma konstant erhalt. 

Auf das eine ist in diesem Zusammenhang noch hinzuweisen: Wenn 
es sich bei den verschiedenen im Handel befindlichen bzw. therapeutisch 
verwendeten Insulinen, die ja doch schlieBlich nicht nach einer einheit- 
lichen Methode dargestellt werden, nicht mit Sicherheit um eine ein- 
heitliche Substanz handelt, sondern wenn, was nicht ausgeschlossen ist, 
gelegentlich ein Gemenge verschiedener blutzuckermindernder Sub- 
stanzen vorliegt (s. Langecker und Wiechowski, |. c.), so ist es wohl 
moéglich, daB die Abstufung der Empfindlichkeitsunterschiede gegen- 
iiber den verschiedenen Komponenten des Priparats beim Kaninchen 
eine andere ist als beim Menschen. In einem solchen Falle wiirden die 
am Kaninchen gewonnenen Auswertungsergebnisse nicht ohne weiteres 
fiir die Wirkung des betreffenden Praparates beim Menschen maB- 
gebend sein. 

Wenn von einer individuellen Empfindlichkeitskonstanz gesprochen 
wird, so kann naturgem&é®B nur eine Konstanz der Insulinwirkung 
innerhalb der physiologischen Schwankungsbreite der normalen Blut- 
zucker-C bzw. derjenigen des Krampfstadiums gemeint sein. Wir haben 
nicht nur fiir verschiedene Tiere, sondern auch fiir ein und dasselbe Tier 
die physiologischen Schwankungen (gegeben durch die Grébe der 
Standardabweichung) des Hungerwertes ebenso wie die des Krampf- 
wertes mit rund -+ 20 Proz. gefunden und demgemaB geschlossen, 
daB bei der Reproduktion einer bestimmten, zwischen Hunger- und 
Krampfwert gelegenen Blutzucker-C ebenfalls mit rund + 20 Proz. 
Schwankungen zu rechnen ist. Die individuelle Empfindlichkeits- 
konstanz ist also auf + 20 Proz. genau definiert. Trotz dieser relativ 
groBen Genauigkeit ist aber eine genauere Titration als die von uns 


gewahlte, welche bloB die Wirkung von geometrisch mit dem Faktor 2 


1) Desgrez, Bierry und Rathery, C. r. soe. biol. 89, 473, 1923. 
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abgestuften Dosen feststellt, — also eine Titration, die zu Ergebnissen 
fiihren wiirde, welche genauer als auf 100 Proz. definiert wire, nicht 
moéglich. Dies ist eine Folge der sehr mangelhaften Unterschieds- 
empfindlichkeit des Kaninchens gegentiber niher aneinanderliegenden 
Insulindosen. Die Unterschiedsempfindlichkeit ist, wie mitgeteilt, 
ebenfalls individuell innerhalb weiter Grenzen verschieden. Deshalb 
erscheint es praktisch undurchfiihrbar, dadurch zu einer genaueren 
Titration zu kommen, daB neben der individuellen Empfindlichkeit 
auch noch die individuelle Unterschiedsempfindlichkeit der Tiere fest - 
gestellt wird, mit der Absicht, jene wenigen Tiere auszuwahlen, bei 
welchen der Grad der Unterschiedsempfindlichkeit dadurch eine gréBere 
Genauigkeit der Titration erméglichte, daB er die geometrische Ab- 
stufung der Dosen mit einem kleineren Faktor als 2 gestatten wiirde. 

Bis zu einem gewissen Grade haben wir iibrigens die Unter- 
schiedsempfindlichkeit unserer Versuchstiere beriicksichtigt. Wie 
aus Tabelle III hervorgeht, haben wir zumeist auch das Blutzucker- 
niveau nach Injektion der halben ,,krampfmachenden™ Dosis ermittelt, 
und gerade aus der Wirkungsgr6éBe dieser Dosis geht die Unméglichkeit 
einer genaueren Titration hervor. 

Der der halben ,,krampfmachenden“ Dosis entsprechende Blut- 
zuckerwert ergibt sich durchschnittlich zu 46 mg-Proz. mit einer 
Standardabweichung von 9,99 mg-Proz. = 22 Proz. Der Abstand 
dieses Wertes unter Beriicksichtigung der rund + 20 proz. Abweichung 
auf und ab von den gleichfalls nicht genauer definierten extremen 
Werten ist derartig gering, daB es geradezu ausgeschlossen erscheint, 
nach beiden Seiten, noch einen Wert zu interpolieren, deren jeder eben- 
falls einer physiologischen Schwankung um -—- 20 Proz. unterliegen 
kénnte. Jedenfalls kénnte das nur unter Opferung eines groBen Tier- 
materials und endloser Miihe geschehen und wiirde oft genug dadurch 
vereitelt werden, dab die zur Eichung der Tiere dann nétigen, sehr 
viel zahlreicheren Injektionen die schlieBlich doch nicht unbegrenzte 
Verwendbarkeit der Tiere zu frithzeitig erschépfen wiirde. 


Diese Schwierigkeiten aber wiirden noch dadurch verscharft, dab 
die von Zeit zu Zeit notwendige Nacheichung der Tiere sicher vie) 
haufiger als jetzt dazu fiihren wiirde, die Resultate zu disqualifizieren. 
Die Nacheichung ist deshalb notwendig, weil, wie hier nochmals 
erwahnt sei (siehe auch Tabelle 1V) betreffs der seinerzeit als Regel 
hingestellten individuellen Konstanz der Insulinempfindlichkeit im 
Laufe der Erfahrungen mit sehr zahlreichen Tieren sich heraus- 
gestellt hat, da8 Ausnahmen von dieser Regel vorkommen, dab, wie 
ja auch sonst bei biologischen Erscheinungen, eine Minderheit eine 


gewisse Ausnahmestellung einnimmt. 
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Die im vorhergehenden naher definierte individuelle Konstanz 
der Empfindlichkeit ist aber nur unter Einhaltung einer Reihe von 
Bedingungen zu beobachten. 

1. Wichtig ist die Einhaltung eines geniigend langen Zeitabstandes 
zwischen zwei aufeinanderfolgenden Injektionen. Nachdem die durch 
eine Insulininjektion hervorgerufene Blutzuckersenkung, wie bekannt, 
nach etwa 8 Stunden spatestens wieder abgeklungen ist und dem 
normalen Werte Platz gemacht hat, zeigten die (allerdings wenigen) 
Tiere, deren Blutzuckerkonzentration wir in den nachsten Tagen weiter 
verfolgt haben, dann bei ausreichendem Appetit und sonst normalem 
Verhalten zunachst normale Blutzuckerwerte. Etwa am fiinften 
Tage pflegte aber eine spontane Senkung des Blutzuckers einzutreten, 
welche von einer Uberempfindlichkeit der Tiere gegen Insulin 
begleitet war. Diese ,,.Reaktion**, welche mehrere Tage nach einem 
Insulinschlag eintritt, scheint selbst einige Tage anzuhalten. Wir 
verfiigen durchaus nicht iiber ausreichende Erfahrungen, um etwas 
AbschlieBendes iiber dieses interessante Phanomen aussagen zu kénnen, 
nicht einmal in der Richtung, ob es die Regel ist und ob es nicht etwa 
bedingt ist durch die Anwesenheit von Beistoffen, die mit dem Insel- 
hormon nichts zu tun haben. Das Vorhandensein von solchen méchten 
wir deshalb nicht absolut ausschlieBen, weil wir zur Zeit gerade dieser 
methodischen Versuche noch mit einem Praparat gearbeitet haben, 
welches zwar im Vergleich mit den sonstigen Praparaten, von denen 
damals in der Literatur die Rede war, als relativ rein bezeichnet werden 
muBte, da eine Einheit in 6,6 mg enthalten war, welches wir aber 
heute, da unser Praparat eine 1-kg-Einheit in 0,05 mg enthalt, als sehr 
unrein bezeichnen miissen, weil mindestens °/,, des Injizierten kein 
Insulin gewesen ist. Es wird zweifellos auch fiir die therapeutische 
Anwendung des Insulins von Bedeutung sein, diesem Phanomen in 
ad hoe angestellten Versuchen nachzugehen, abgesehen davon, dab es 
fiir die Physiologie des Inselapparats ganz allgemein von Wichtigkeit 
ist. Man muB also mindestens zehntigige Pausen zwischen zwei In- 
jektionen verstreichen lassen, wenn man mit der individuellen Empfind- 
lichkeitskonstanz der Tiere rechnen kénnen soll. In der Bestimmung 
des normalen Hungerwertes liegt iibrigens die Méglichkeit, zu erkennen, 
ob die Tiere ihre individuelle Empfindlichkeit wieder erlangt haben. 
Denn soweit unsere Erfahrungen reichen, pflegen normale Hungerwerte 
anzuzeigen, daB die Tiere wieder normal empfindlich geworden sind. 

2. Die Graviditét scheint haufig, wenn auch nicht regelmabig, 
die Insulinempfindlichkeit der Kaninchen zu erhéhen. Wir haben 
daher nach Tunlichkeit das Eintreten von Graviditat verhindert, 
dabei aber noch die Erfahrung gemacht, daB Weibchen weniger als 
Mannchen ihre individuelle Empfindlichkeit konstant beibehalten. 
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So kamen wir dazu, schlieBlich nur Mannchen zu verwenden, welche, 
da sie ganz unvertriglich sind, in Einzelkafigen gehalten werden miissen. 

3. Die Insulinempfindlichkeit der Tiere andert sich auch wahrend 
des Wachstums bis zu dessen AbschluB. Jung in den Versuch genommene 
Tiere zeigen daher meist keine Konstanz, und aus diesem Grunde werden 
nur Tiere von 1800 g aufwirts zu Auswertungen verwendet. Wir haben 
es nicht fiir nétig gefunden, ausschlieBlich Tiere vom Gewicht 2000 g 
zu verwenden. Abgesehen davon, daB hier Rassenunterschiede zweifellos 
eine groBe Rolle spielen und das Gewicht von 2000g bei gewissen 
groBen Rassen unter Umstianden noch einem wachsenden Tier zukommen 
kann, ist gerade bei den Kaninchen, welche in engen Kafigen bei Futter 
ad libitum gehalten werden (in unseren Versuchen stets Hafer und 
Heu) eine geringe Mast durchaus die Regel, und das gerade dann, 
wenn sie sich wohlbefinden. Es ware daher praktisch fast unmdéglich, 
ausschlieBlich Tiere von 2000 g zu benutzen. Immerhin unterscheiden 
sich die Tiere, die nach unseren Erfahrungen eine konstante Empfindlich- 
keit aufweisen, in ihrem Gewicht nicht sehr. Wir verwenden also Tiere 
im Gewicht von 1800 bis 2800 g, gelegentlich auch Tiere bis 3000 und 
3200 g. Innerhalb dieses Gewichtsspatiums wurde das Insulin pro Kilo- 
gramm dosiert. Uber die Berechtigung einer solchen Dosierungsart 
kann man naturgem&8 verschiedener Meinung sein, ganz abgesehen 
von dem prinzipiellen Bedenken der Gleichsetzung des Lebendgewichts 
der Tiere mit ihren reagierenden Massen. Die Berechnung pro Kérper- 
oberflache fiihrt zu nur unbedeutenden Differenzen gegeniiber der 
Berechnung pro Kilogramm, welche in Anbetracht der sonstigen 
Mangelhaftigkeit der Definition von Blutzuckerkonzentration, Insulin- 
empfindlichkeit und Insulinunterschiedsempfindlichkeit durchaus nicht 
in Betracht kommen. Deshalb diirfte es auch hier keine Bedeutung 
haben, ob man Tiere verschiedenen Gewichts wahlt und pro Kilogramm 
die Injektion bemiBt oder nur Tiere von 2000 g und allemal die gleiche 
Dosis darreicht. 

Manche Autoren (Depisch, Hégler und Ueberrack')] legen gerade 
der Verwendung von Tieren genau gleichen Gewichts (2000 g) ent- 
scheidenden Wert fiir die Genauigkeit der Auswertung bei. Wenn 
dieser Umstand tatsichlich die von diesen Autoren angenommene 
Bedeutung hatte, dann miiBte sich irgend eine Art von eindeutiger 
Beziehung zwischen Gewicht und individueller Insulinempfindlichkeit 
ergeben, sei es, daB die leichteren Tiere empfindlicher wiren, sei es 
umgekehrt. Eine solche Beziehung miiBte sich dann wohl auch an ein 
und demselben Tiere im Laufe seines Wachstums ergeben. Wir haben 
innerhalb der angegebenen Gewichtsgrenzen keine derartige Abhangig- 


1) Klin. Wochenschr. 1924, 8S. 619. 
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keit finden kénnen (weshalb wir auch die Angabe von Walters, |. ¢ 
da die krampfmachende Dosis proportional dem Quadrate des Ge- 
wichts sei, nicht fiir richtig halten), ebensowenig, wie hier bemerkt sein 
mag, irgend eine Beziehung zwischen Rasse, Pigmentierung usw. und 
der individuellen Insulinempfindlichkeit'). 

4. Auf die verschiedensten krankhaften Zustinde pflegen die 
Kaninchen mit einer Steigerung der Insulinempfindlichkeit zu reagieren. 
In der genauen Kontrolle des Gewichts hat man einen brauchbaren 
Anhaltspunkt fiir das Wohlbefinden der Tiere. Sobald ein Tier an Gewicht 
abgenommen hat, pflegt es, was auch schon viele andere Forscher 
beobachtet haben, auch iiberempfindlich geworden zu sein und solche 
Tiere sind daher auszuschalten*). Hierher gehéren auch die durch die 
Injektion gesetzten Infektionen, welche sich auBerdem in dem Auf- 
treten von Indurationen und kasigen Herden unter der Bauchhaut 
auBern. Die peinlichste Aseptis ist daher nétig, um die Tiere bei kon- 
stanter Empfindlichkeit und damit brauchbar zu erhalten. Um die 
Infektion nach Tunlichkeit zu vermeiden, wird die Injektionsstelle mit 
einem Depilatorium enthaart, mit Jodtinktur desinfiziert und es werden 
die Injektionsnadeln fiir jede Injektion frisch sterilisiert. Die Injektions- 
fliissigkeiten sind alle mit 0,2 Proz. Kresol versetzt. Zum Kupieren 
der Krampfe haben wir, um die damit verbundene Infektionsméglichkeit 
zu vermeiden und die Ohrvenen zu schonen, im allgemeinen von der 
intravenésen Injektion Abstand genommen und sind zu der Fiitterung 
mit Schlundsonde (etwa 40 ccm 50proz. Glucoselésung) iibergegangen, 
welche bis auf sehr geringe Ausnahmen sich als ausreichend und stets 
sehr gut bekémmlich erwies. 

Bei Einhaltung der angefiihrten Bedingungen kann man damit 
rechnen, daB der gréfere Teil der Tiere im Rahmen der méglichen 
Genauigkeit der Titration seine individuelle Insulinempfindlichkeit bei- 
behalt und sich daher dazu eignet, zwei verschiedene Insulinpraéparate 
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit an demselben Tiere zu_ vergleichen. 
Immerhin aber begniigen wir uns mit der Einhaltung dieser Bedingungen 


') Wir halten uns selbstverstindlich gegenwirtig, daB der Bezug auf 
die Gewichtseinheit tiberhaupt nur zulissig ist innerhalb eines verhiltnis- 
maBig kleinen Gewichtsspatiums, und daB bei extremen Gewichten diese 
Beziehung insofern nicht gilt, als die reagierende Masse langsamer wiichst 
als das Gewicht, was mit sich bringt, daB die exzessiv schweren Tiere iiber- 
empfindlich und die exzessiv leichten Tiere unterempfindlich gegeniiber 
der mittleren pro Kilogrammdosis aller Arten von Giften sein miissen. 

2) Deswegen ist auch eine Versuchsreihe, die den EinfluB extrem aus- 
einander liegender Kostformen auf die Insulinempfindlichkeit feststellen 
sollte (Hafer und destilliertes Wasser einerseits, reine Riibenfiitterung 
andererseits) miBlungen, da die Tiere abmagerten und deshalb iiber- 
empfindlich wurden. 
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nicht, sondern kontrollieren von Zeit zu Zeit die einzelnen Tiere mit 
dem Testpraparat, wobei sich dann, wie oben bereits mitgeteilt, in 
der Tat mitunter eine Anderung der Empfindlichkeit (und zwar gleich- 
maBig nach beiden Seiten) ergibt, die dann auch wieder der ur- 
spriinglichen Empfindlichkeit Platz machen kann. Dadurch, daB eine 
solche Kontrolle vorgenommen wird, diirften dann alle Voraussetzungen, 
soweit gegenwartig die Sachlage zu beurteilen ist, erfiillt sein, um die 
Wirksamkeit irgend eines Insulinpraparats an einem Kontrollpraparat 
verlaBlich zu messen und damit mit gréBerer Sicherheit die Wertigkeit 
eines Praparats festzustellen, als es bisher unter Verwendung von 
Tieren, die hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit ganz und gar nicht 
definiert sind, méglich war. Dabei kann man nicht einmal zugunsten 
des bisherigen Verfahrens das Verhalten der Mehrheit einer gréBeren 
Anzahl von Tieren als das Entscheidende ansehen, denn aus der 
Tabelle V geht hervor, daB sich die verschiedenen Empfindlichkeiten 
auf eine gréBere Anzahl von Tieren fast gleichmaBig verteilen. 

Wie sich unter solchen Bedingungen ein gutes Tier verhalt, ist 
aus der folgenden Geschichte des Tieres Nr. 152 zu entnehmen. Es sei 
aber ausdriicklich betont, daB wir ein solches ideales Verhalten nu 


dreimal beobachtet haben. 


Tabelle VIII. 


Tier Nr. 152. Kennzeichen: gran meliert. 





ome Gewicht Injiziertes Dosis pro kg 2-Stundenwert 
Injektion tia Praparat mg in mgeProz. Blutzucker 
1924 
6. VIII. 2210 Test 0,2 Krampfe (34) 
18. VIIT. 2320 a 0,1 41 


In mindestens 10 tigigen Abstinden die Injektion verschiedener 
Praparate, im ganzen 7. 


3. XIT. 2630 Test 0,2 33 
1925 3 Injektionen verschiedener Priparate. 
28. I. 2650 Test 0,2 31 
2 Injektionen verschiedener Praparate. 
h, SEs. 2490 Test 0.2 Kraimpfe (32) 


2 weitere Injektionen. 
1. IV. 2450 Test 01 43 
Das Tier ist bis heute noch in Verwendung. 


Es ist natiirlich nicht ausgeschlossen, daB andere Tierarten ihre 
individuelle Empfindlichkeit besser beibehalten als das Kaninchen, von 
dem es tiberhaupt bekannt ist, dab es mit der Konstanz seiner physio- 
logischen GréBen schlecht bestellt ist, daB es ein héchst Jabiles Tier ist. 
Ein Vorteil der Verwendung anderer Tiere ware jedenfalls nur dann ge- 


4 
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geben, wenn die Konstanz der individuellen Empfindlichkeit bei ihnen 
gréBer ware. Doch ist wohl bei sehr vielen anderen Tierarten Hand- 
habung und Erhaltung wesentlich unbequemer als beim Kaninchen. 
Wir haben eigene Erfahrungen nur iiber das Verhalten von Mausen. 

In einer Versuchsreihe an 30 Mausen bekam jedes Tier nach vier- 
bis sechsstiindigem Hungern unter aseptischen Kautelen wiederholt 
verschiedene Dosen ein und desselben Standardpraparats (jedesmal 
frisch eingewogen) in fiinf- bis zehntagigen Abstinden (Injektion 
intraperitoneal, bei Krampfen Rettung durch intraperitoneale Glucose- 
injektion). Dabei war die Reaktion der einzelnen Tiere so ungemein 
wechselnd, daB von einer individuellen Empfindlichkeitskonstanz 
hinsichtlich des Auftretens von Krampfen eigentlich iiberhaupt nicht 
gesprochen werden kann. Diese Versuche ebenso wie die auf 8. 310 
erwahnten anderen Mauseversuche lassen also Mause zu Auswertungs- 
zwecken ungeeignet erscheinen, was damit zusammenhangen mag, 
daB man bei diesen kleinen Tieren naturgema6 auf wiederholte Blut- 
zuckerbestimmungen verzichten muB und nur auf Krampfe bzw. Paresen 
angewiesen ist, welche, wie oben gezeigt, auch bei entsprechend niedriger 
Blutzucker-C ausbleiben kénnen. 


Ill. 

Wie auch bei anderen biologischen Wertbestimmungen, war auch 
im Falle des Insulins die verwendete Einheit zunachst als eine absolute 
gedacht und ist in dem Sinne, daB ein biologisches Phinomen bestimmten 
Ausmabes die Grundlage der Messung bildet, im Prinzip bis heute 
unverandert geblieben. Zumindest ist nirgend ausgesprochen worden, 
daB man von der absoluten Definition irgendwelcher Einheit Abstand 
genommen hatte. 

Aus dem tabellarisch angefiihrten Ergebnis unserer Versuche 
betreffend die individuelle Insulinempfindlichkeit der Kaninchen geht 
aber hervor, daB in diesem Spezialfall ganz besonders von einer absoluten 
Einheit unter gar keinen Umstanden gesprochen werden kann, ja nicht 
einmal die Einschrankung der Definition, daB die Reaktion von der 
Mehrzahl der Tiere gezeigt wird, die Brauchbarkeit einer absoluten 
Einheit retten kann. Denn wenn auch die verschiedenen Empfindlich- 
keiten tiber einen Raum, der vom einfachen bis mindestens zum 32fachen 
reicht, zwar nicht gleichmaBig verteilt sind, so kann doch von einer 
geniigend scharf ausgeprigten Majoritét der Tiere, die bei einer be- 
stimmten Dosis das Krampfniveau des Blutzuckers erreicht hatten, gar 
keine Rede sein. Weit mehr erweist sich also in diesem Falle als in 
anderen Fallen die Verwendung einer absoluten biologischen Einheit 
als unméglich, und es ergibt sich die Notwendigkeit, eine relative Einheit 
einzufiihren, genau so wie sich das bei anderen Auswertungen als un- 
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umginglich erwiesen hat und wie es schlieBlich bei den Messungen 
physikalischer Art allgemein der Fall ist, mit anderen Worten: die 
biologische Auswertung kann nur in einem Vergleich mit der Wirksamkeit 
eines Test- oder Standardpraparats bestehen und unmittelbar bloB zu 
der Feststellung fiihren, welche Gewichtsmenge der Gewichtseinheit 
des Standardpriéparats biologisch aquivalent ist. 

Diese Uberlegungen gelten iibrigens auch dann, wenn einzelne 
Untersucher nicht derartig grobe Empfindlichkeitsunterschiede von 
Tier zu Tier, wie wir sie an unserem Material festgestellt haben, finden 
sollten. 

Die Einheit des gewahlten Standardpraparats kann nun entweder 
ganz wil'kiirlich angenommen werden oder aber, und das letztere 
empfiehlt sich mehr, man kann versuchen, sie unter Beriicksichtigune 
der individuellen Empfindlichkeitsschwankungen mehr oder minder 
genau biologisch zu definieren und auf diese Weise eine allgemein 
reproduzierbare Einheit zu schaffen. In beiden Fallen ergibt sich natiirlich 
als Endresultat der Ausdruck der Wertigkeit des zu priifenden Priaparats 
in Einheiten. An der gegenwartigen Gepflogenheit die Wertigkeit von 
Insulinpraparaten in Einheiten auszudriicken, andert sich durch die 
Verwendung von Testpraparaten nichts. Nur die Ermittlung wird 
nicht schlechtweg nach der Blutzuckerwirkung, sondern nach der 
Blutzuckerwirkung im Vergleich mit der Wirkung eines bestimmten 
Priparats an demselben Tiere geschehen. 

In der urspriinglichen Definition der Einheit durch die Toronto- 
schule und in allen von ihr abhangigen, spateren Definitionen spielt der 
Blutzuckerwert von 45 mg-Proz. eine wichtige Rolle. Zweifellos wurde 
gerade dieser Wert deshalb zur Definition der Einheit benutzt, weil 
die Schépfer der Definition gefunden hatten, daB gerade bei diesem 
Werte gewoéhnlich Krampfe auftreten, was eben das Charakteristische, 
die physiologische Bedeutung gerade dieses Wertes ausmacht (ihn 
zu einem Kardinalpunkt stempelt), namlich daB er einen Grad von 
Hypoglykamie darstellt, welcher mit bestimmten Erscheinungen einher- 
geht. Daher ist auf diese Erscheinungen das Hauptgewicht zu legen, 
wiewohl sie in der Definition nur nebenbei erwaihnt werden. Dies ist 
um so notwendiger, als, wie z. B. die erérterte Diskrepanz zwischen uns 
und anderen Autoren ergibt, durchaus nicht allenthalben oder bei allen 
Kaninchenrassen bzw. bei Verwendung aller Methoden der Blutzucker- 
bestimmung mit einer Blutzuckersenkung auf 45 mg-Proz. gewéhnlich 
Krampfe verbunden sind. Wir haben daher sinngemaB die Einheit 
zunichst nicht auf den Blutzuckerwert von 45 mg-Proz., sondern auf 
das von uns beobachtete, fiir das Auftreten von Krampfen charakteristi- 


sche Blutzuckerniveau, das waren in unseren Versuchen héchstens 


30 mg-Proz., eingestellt. Wir legen eben nicht etwa dem tatsachlichen 








. 
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Auftreten von Kriampfen die entscheidende Bedeutung bei, was zweifellos 
unrichtig wire, da viele Tiere beim Erreichen des tiblichen Krampf- 
niveaus der Blutzucker-C, ja bei noch niedrigerem Blutzuckergehalt 
keine Kraimpfe aufweisen, sondern betrachten nur das Auftreten von 
Krampfen als nach unseren Erfahrungen bei Verwendung reinerer 
Praparate sicheres Anzeichen einer entsprechenden Blutzuckersenkung, 
die aber auch ohne Krampfe vorhanden sein kann. Die minimale 
Menge, welche pro Kilogramm Tier nétig ist, um diese Blutzuckersenkung 
herbeizufiihren, erweist sich nun, wie aus der Tabelle 1V hervorgeht, als 
héchst schwankend, als Ausdruck der erérterten Empfindlichkeits- 
differenz von Individuum zu Individuum. Es lage nun nahe, die De- 
finition der Einheit derart vorzunehmen, daB man die Mehrheit der Tiere 
fiir ihre GréBe entscheiden laBt. Aus der Tabelle geht aber hervor, daB 
die verschiedenen Empfindlichkeiten nicht etwa so verteilt sind, daB man 
als normale Empfindlichkeit die der weitaus gréBten Mehrzahl der 
Tiere ansprechen kénnte. Eine absolute Mehrheit laBt sich iiberhaupt 
nicht feststellen, die am haufigsten beobachtete Empfindlichkeit 
kommt kaum einem Drittel aller Tiere zu. Unter diesen Umstanden 
bleibt nichts anderes tibrig, als den Durchschnitt der wirksamen Dosen 
der Einheitsdosis zugrunde zu legen, also sozusagen die Einheit auf ein 
ideales Tier einer bestimmten Empfindlichkeit zu beziehen. Wenn 
in der Tabelle 1V, welche 175 Tiere umfaBt, einerseits diejenigen mini- 
malen Insulinmengen addiert werden, welche pro Kilogramm Tier 
sich als die ,,krampfmachenden“ Dosen gezeigt haben, und andererseits 
die Anzah! von Kilogrammen Tier, welche zur Verwendung gelangt ist, 
so ergibt der Quotient beider Zabler, daB pro Kilogramm eines solchen 
Riesenkaninchens, welches sich aus 175 Einzelindividuen zusammensetzt, 
eine Menge von 0,279 mg des ausgewahlten Standards die durchschnitt- 
liche ,,krampfmachende* Dosis darstellt. Die Sicherheit, auf diese 
Weise den wirklich richtigen Durchschnittswert zu ermitteln, einen 
Wert, bei welchem also die individuellen Empfindlichkeitsschwankungen 
beriicksichtigt oder, wenn man will, ausgeschaltet sind, hangt natiirlich 
von der Verwendung einer geniigenden Zahl von Individuen zur Er- 
mittlung dieses Durchschnittswertes ab. Man kann wohl die nétige 
Anzahl von Individuen als diejenige definieren, deren Vermehrung zu 
keiner Anderung des bisher gefundenen Durchschnittswertes mehr 
fiihrt. In dieser Beziehung ist mitzuteilen, daB bei Verwendung des 
gleichen Praparats der Wert an 111 Tieren 0,251 mg und nach Ver- 
mehrung der Zahl auf 175 der etwas héhere Wert von 0,279 mg pro 
Kilogramm als minimal ,,krampfmachende Dosis“ gefunden wurde. 
DaB die offensichtlich geringere Empfindlichkeit der neu hinzu- 
gekommenen Tiere etwa auf jahreszeitliche Einfliisse zu beziehen ist, ist 
nicht ganz ausgeschlossen; doch ist die Differenz beider Werte nacl 
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den Grundsatzen der Variationsrechnung mit Riicksicht auf dic 
GréBe des mittleren Fehlers der Werte zu klein, als daB eine 
jahreszeitlich bedingte Empfindlichkeitsabnahme als tatsachlich be- 
stehend angenommen werden kénnte. Hinsichtlich der Frage, ob solche 
Schwankungen vorkommen, verweisen wir auf einen spiteren Abschnitt. 
Jedenfalls miiBte man aber, um auch derartige Schwankungen mit 
zu beriicksichtigen, zur Gewinnung eines nach jeder Richtung hin ge- 
sicherten Vergleichspraparates die Versuche iiber ein ganzes Jahr 
rleichmaBig verteilt ausdehnen. 

Der auf diese Weise ermittelte Durchschnitt (bzw. die durch- 
schnittliche Dosis), welche der gewahlten physiologischen Einheit ent- 
spricht, ist nun hinsichtlich seiner Genauigkeit mit einem nach der 
bekannten Methode leicht zu ermittelnden mittleren Fehler behaftet. 
Der mittlere Fehler dieses Mittelwertes betragt 0.0119 mg. Die De- 
finition der mittleren, der Einheit entsprechenden Dosis ist also eine 
ziemlich genaue, nimlich auf rund + 4 Proz. Weit ungenauer aber 
ist der Einzelwert definiert, da der mittlere Fehler, mit welchem 
die Einzelbeobachtung behaftet ist (die Standardabweichung), 0,198 

70.9 Proz. betragt. Dieser enorme Fehler ist zum Teil wohl auch 
dadurch bedingt, daB wir bei Abstufungen der Dosis mit dem geo- 
metrischen Faktor 2 arbeiten miissen. Geringere Differenzen als die 
um ein Glied einer so abgestuften Reihe kénnen sich in der Tabelle 
also iiberhaupt nicht auBern, weil die Empfindlichkeit der Kaninchen 
nicht genauer bestimmt worden ist. Es ist daher der ermittelte wahre 
Wirksamkeitswert des Standardspriparats genauer definiert, als die 
Smpfindlichkeit der Kaninchen, welche nur auf 100 Proz. genau de- 
finiert ist. Trotz dieser auf den ersten Blick geradezu trostlosen Un- 
genauigkeit ergibt aber die Uberlegung, daB die auf solche Weise er- 
haltenen Resultate mindestens sowohl fiir manche experimentelle als 
auch fiir klinische Zwecke hinreichend genau sind, denn man darf nicht 
vergessen, dab eben die individuelle Empfindlichkeitsschwankung noch 
um vieles gréBer ist, als dieser Ungenauigkeit entspricht. Das gewahlte 
Standardpraparat ist also auf diese Weise hinsichtlich seiner Wirksamkeit 
definiert. Es erscheint aber notwendig, es auch noch durch senstige 
Eigenschaften zu charakterisieren. Von der einen von uns ist gemeinsam 
mit Wiechowski (l.c.) die Notwendigkeit betont worden, sich gegen- 
wartig zu halten, daB die bloBe Tatsache der Blutzuckerwirksamkeit 
keine Gewiahr fiir das tatsichliche Vorhandensein von Inselsubstanz 
bietet. Nun sind aber bisher charakteristische Reaktionen, die als 
Identitats- oder Reinheitsreaktionen angesehen werden kénnten, nicht 
aufgefunden worden. Die 1. c. angegebenen Fiallungsreaktionen sind 
nicht ausschlieBlich fiir das Insulin charakteristisch und héchstens im 
Zusammenhalt und unter Beriicksichtigung des Darstellungsganges 
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als solche verwertbar. Vorlaufig ist daher fiir die Charakteristik des 
Praparats die Angabe des Darstellungsverfahrens notwendig. SchlieBlich 
bietet der Grad der relativen Reinheit des Praparats Anhaltspunkte 
zur Beurteilung, so daB der Wirkungswert des gewihlten Standards, 
seine absolute GréBe, gleichzeitig eine kennzeichnende Eigenschaft 
darstellt. Je kleiner die der Einheit entsprechende Menge des Vergleichs- 
praparats ist, je gréBer also die relative Reinheit, um so mehr nihert 
es sich dem reinen Hormon, zu dessen Dosierung man der Ermittlung 
seines biologischen Wirkungswerts nicht mehr bediirfen wird. 


IV. 

Wenn man mit Hilfe eines derart definierten Vergleichspraparats 
die Wertigkeit irgendeines Insulinpraparats oder einer Organfraktion 
feststellen will, so kann man sich, wie unsere Erfahrungen gelehrt 
haben, nicht auf den Vergleich an einem Tier beschranken, Wie schon 
hervorgehoben, ist die individuelle Empfindlichkeit nicht von einer 
derartigen Konstanz, daB man selbst unter Einhaltung der oben auf- 
gezahiten VorsichtsmaBregeln sich absolut darauf verlassen kénnte, 
dab die Empfindlichkeit nicht um ein Glied der Reihe mit dem Faktor 2 
nach oben oder unten seit der letzten Injektion sich geandert haben 
kénnte. Selbst wenn zwischendurch immer wieder einmal das Verhalten 
der einzelnen Tiere gegeniiber der fiir sie ermittelten Krampfdosis 
oder besser halben Krampfdosis kontrolliert wird und man keine 
Anderung festgestellt hat, bleibt immer noch die Méglichkeit, daB gerade 
an dem Tage, an dem das Praparat injiziert wurde, die Empfindlichkeit 
sich geandert habe. Also selbst dann, wenn ein Kaninchen durch eine 
groBe Anzahl von Injektionen hinsichtlich seiner Empfindlichkeit ge- 
kennzeichnet ist, ist es nicht méglich, fiir eine Bestimmung mit einem 
geeichten Tier auszukommen (wie wir es urspriinglich hofften), an 
welchem die der Einheit entsprechende Dosis des zu priifenden Priparats 
ermittelt wird. Zu der Wirksamkeitsbestimmung eines Praparats sind 
auch nach unserer Methode mehrere geeichte Tiere nétig, und es kommt 
immer wieder vor, daB in einer solchen Reihe das eine oder andere 
Tier ein Resultat liefert, welches dem Verhalten der iibrigen Tiere nicht 
entspricht. Eine Unterstiitzung bzw. eine Sicherung der Ergebnisse 
gewinnt man dadurch, daB man den (bei allen geeichten Kaninchen 
wenigstens einmal ermittelten) Blutzuckerwert der halben krampf- 
machenden Dosis mit zur Beurteilung der Wirkung heranzieht. 

Allerdings erfordert die regelmaBige Inanspruchnahme dieses 
Hilfsmittels, daB im Verlaufe der Verwendung eines Kaninchens nicht 
nur die Wirkung der krampfmachenden Dosis, sondern auch die Wirkung 
der Halfte der Krampfdosis des Standardpraparats nachkontrolliert 
wird. Auf diese Weise erfahrt man nun an einer Reihe von Kaninchen 
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jene Menge des zu untersuchenden Praparats, welche der biologischen 
Einheit des Vergleichspraparats entspricht, oder aber man versieht jedes 
geeichte Kaninchen mit einem Empfindlichkeitsfaktor, welcher gegeben 
ist durch den Quotienten : Krampfmachende Dosis des Standardpraparats 
ii’ und multipliziert die bei den einzelnen Tieren gefundene minimale 
..krampfmachende Dosis des zu_ priifenden Priparats mit diesem 
Empfindlichkeitsfaktor. 

Auf diese Weise muB man Resultate hinsichtlich der Wertigkeit 
der Praparate erhalten, welche untereinander vollkommen vergleichbar 
sind, und eine nachtragliche Auswertung der Praparate am Menschen, 
womdoglich einem diabetischen, miiBte véllig tiberfliissig erscheinen, 
wenn man sicher weib, daB es sich um eine einheitliche Substanz handelt. 
Anders allerdings kénnte sich die Sache verhalten, wenn die unter- 
suchten Praparate nicht das reine Hormon des Pankreas darstellen, 
sondern mit unspezifischen ,,Glukokininen*!) vermengt sind, denn dann 
kann es geschehen, da} die am Kaninchen ermittelten relativen Werte 
nicht tibereinstimmen mit den Werten, welche etwa in der gleichen Weise 
am Menschen sich ergeben, da die Abstufung der Empfindlichkeit gegen - 
iiber verschiedenen blutzuckersenkenden Substanzen (Glukokininen) 
nach Erfahrungen auf anderen Gebieten beim Menschen eine andere 
sein kann als beim Kaninchen. So kénnte es vorkommen, da ein beim 
Kaninchen besonders wirksames Glukokinin beim Menschen besonders 
schwach (im Verhaltnis zum Pankreashormon) wirkt, dann muB ein 
Vergleich beim Menschen zu einem anderen Resultat fiihren, als der 
Vergleich am Kaninchen, und kénnte sich beim Vergleich am Menschen 
(zwischen Standard- und dem vorliegendem Praparat) das beim Kanin- 
chen als vollwertig erkannte beim Menschen als minderwertig erweisen. 
Eine Kontrolle der Auswertungsresultate am Kaninchen durch einen 
Menschenversuch erscheint also nur dann wiinschenswert, wenn der 
Gang der Darstellung des Praparats nicht von vornherein die Be- 
mengung von Glukokininen ausschlieBt, sondern im Gegenteil eine 
solehe zulaBt. Die Méglichkeit der Entstehung unspezifischer Gluko- 
kinine bei der Verarbeitung des Pankreas ist, wie die eine von uns (I. c.) 
ausgefiihrt hat, nicht ausgeschlossen. 

Vv. 

Unser Vorgehen stellt sich (unter teilweiser Wiederhoiung von 
bereits Gesagtem in allen Einzelheiten beschrieben) folgendermaBen dar : 
Die ausschlieBlich mannlichen Kaninchen werden nicht unmittelbar 
nach dem Einkauf, sondern erst nach einiger Zeit, in welcher sie sich 


1) Der Kiirze wegen gesetzt fiir alle anderen blutzuckersenkenden 
Substanzen. 
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an die geinderte Umgebung gewohnen kénnen, inden Versuch genommen. 
In dieser Zeit erhalten sie das auch spiter immer gereichte Futter, 
Heu und Hafer, sowie Leitungswasser nach Belieben. Das letztere 
ist sehr hart, stark caleiumhaltig. Es werden nur Tiere ausgesucht, 
welche allem Anschein nach bereits erwachsen sind, also die unter 
1800 g ausgeschaltet. Die Tiere sitzen einzeln in Eisenkafigen auf 
Torfstreu. Futter- und Wasserschalen sind erhéht angebracht, so dab 
sie Verunreinigungen mit Exkrementen nicht ausgesetzt sind. Nur zur 
Vorbereitung fiir den 16 bis 24 Stunden spater folgenden Versuch 
kommen alle vorgesehenen Tiere in einen gemeinsamen Kafig, ohne 
Futter und Wasser, in welchem sie auf einmal iiberblickt werden kénnen. 
24 Stunden vor dem Versuch werden die Tiere gewogen und nur dann 
verwendet, wenn ihr Gewicht gegeniiber der vorhergehenden Wagung 
keinen 10 Proz. iibersteigenden Gewichtsverlust zeigt. Ebenso werden 
sie sonst untersucht hinsichtlich eventueller Indurationen, Abszessen usw. 
Die zum Versuch ausgesuchten Tiere werden an der Injektionsstelle 
mit einem Bariumsulfidenthaarungsmitte] [Rezept bei Aatsch')| ent- 
haart, wobei peinlich darauf gesehen wird, die Tiere durch das not- 
wendige Wegwaschen des itiberschiissigen Depilatoriums nicht zu 
durchnassen bzw. sie nachher griindlich abzutrocknen. Die genaue 
Entfernung des Depilatoriums ist wegen der Gefahr einer Barium- 
vergiftung infolge Leckens an den enthaarten Stellen nétig. 

Vor der Injektion wird die enthaarte Stelle mit Jodtinktur be- 
pinselt und die Injektion unter die Haut und unter Bedachtnahme, 
stets unter das Platysma und nicht in dasselbe zu injizieren, ausgefiihrt. 
Zu jeder Injektion wird eine frisch ausgekochte Kaniile verwendet. 
Die Injektionsfliissigkeiten sind infolge ihres Kresolgehalts (0,2 Proz.) 
an sich steril. Nach vollendeter Injektion und Notierung der Zeit 
werden die Tiere in ihrem gemeinsamen Kafig 7 Stunden lang dauernd 
beobachtet. Tieren, welche 2 Stunden nach der Injektion keine Kriampfe 
zeigen oder nicht wenigstens subkonvulsiv sind, wird Blut aus einer 
Ohrvene zur Zuckerbestimmung entnommen. Wir arbeiten, wie gesagt, 
nach der Methode Bang IJ. Die Blutentnahme erfolgt durch Anstechen 
einer Ohrvene mit einer Nadel. Es werden stets drei Blutproben gewogen, 
von denen die dritte nur zur Entscheidung bei etwa nicht iiberein- 
stimmenden Werten dient und daher zunachst unverarbeitet bleibt. 
Treten Krampfe ein, so erhalten die Tiere 40 cem einer 50 proz., unter 
Toluel vorritig gehaltenen Lésung von Kartoffelzucker (unreine 
Dextrose) mit der Schlundsonde in den Magen. Die Fiitterung mit 
der Dextroselésung wird eventuell wiederholt. Nur selten ist schlieBlich 


1) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. V, Teil 3B, 
Heft 1, 8S. 35. 
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doch die intravenése Injektion von 10 ccm einer 25proz. Glucose- 
lésung nétig. Nach Ablauf von 7 Stunden kommen die Tiere dann 
in ihre Einzelkafige zuriick und erhalten wieder Futter und Wasser. 

Die erste Injektion, die ein Tier bekommt, ist der errechnete 
Durchschnittswert der ,,krampfmachenden Dosis‘ des in Verwendung 
stehenden Testpraparats. Je nach der Wirkung dieser Injektion erfolgt 
in zehntagigem Abstand unter Voraussetzung dauernden Wohlbefindens 
des Tieres die Injektion von entweder der Halfte oder dem Doppelten 
dieser Dosis, und so werden, je nach dem Ausfall des vorangehenden 
Versuchs mit dem Faktor 2 auf- oder absteigend, in zehntagigen Inter- 
vallen so lange Injektionen vorgenommen, bis die Dosis festgestellt ist, 
die Krampfe macht (bzw. den Blutzucker auf das ,,.Krampfniveau‘ 
herabsetzt), deren Halfte aber den Blutzucker nicht bis zum kritischen 
Werte erniedrigt. Dann gilt das betreffende Tier zunachst als geeicht 
und erhalt zu seiner Charakteristik in seiner Beschreibung den ent- 
sprechenden Empfindlichkeitsfaktor, der sich, wie oben ausgefiihrt, 
ergibt als der Quotient aus der notwendigen Testdosis und der bekannten 
Durchschnittsdosis des Testes. Nur derart vorbereitete Tiere, die also 
mindestens zwei Injektionen hinter sich haben und meist einmal 
Krampfe hatten, werden zu Auswertungen verwendet. Von jedem 
dieser Tiere wird auf einem besonderen Blatt eine Chronik gefiihrt, 
in deren Kopf nebst Nummer Farbe und Empfindlichkeitsfaktor 
angegeben ist. In dieser Chronik wird neben dem Datum jeder Injektion 
das jedesmalige Gewicht, das injizierte Praiparat und die Wirkung 
auf die Blutzucker-C eingetragen. Ergibt sich im Verlauf der Verwendung 
des Tieres, daB es bei einem bestimmten Auswertungsversuch ein 
anderes Resultat liefert als die gleichzeitig zur Auswertung herange- 
zogenen anderen Tiere, so wird nach 10 Tagen eine Kontrolle seiner 
Empfindlichkeit derart vorgenommen, daB es entweder die friiher 
ermittelte .,krampfmachende Dosis‘ oder halbe ,,krampfmachende 
Dosis‘ des Testpraparats injiziert erhalt, wobei sich ergibt, ob die 
Empfindlichkeit abgenommen bzw. zugenommen hat. Fiir die Wahl 
der Menge, die in einem gegebenen Falle zur Kontroile injiziert wird, 
ist maBgebend, ob beim letzten Versuch sich die Tiere wahrscheinlich 
iiber- oder unterempfindlich gegeniiber dem Kontrolltier erwiesen 
haben. Ein Beispiel fiir die Chronik oder ,,Geschichte“ des einzelnen 
Kaninchens folgt. 

Zur Auswertung eines Priparats werden mindestens fiinf Tiere 
verwendet. Unter Beriicksichtigung des fiir jedes geeichte Kaninchen 
ermittelten Empfindlichkeitsfaktors werden den fiir den Versuch aus- 
gewihlten Tieren Mengen injiziert, welche der (aus der Versuchsfrage- 
stellung bzw. der Angabe des Herstellers) angenommenen ,,krampf- 
machenden* Dosis und ihrer Halfte entspricht. Ergibt sich, daB keines 











Messung der Insulinwirkung. 325 


Tabelle 1X. 


Geschichte“ des Tieres Nr. 277. Kennzeichen: schwarz, braun gesiiumt. 


” 





E. F. = 2. 
— — Injisiertes Pripesst Injizierte ~ pro kg ames cae 
1924 
6. IT. 2050 Test 1 03 47 
11. I. 2070 ee 0.6 44 
16. II. 1990 an 1,2 31 Kr 
23. IT. 1970 a] 7] 83 **) 
28. IT. 1980 ] 6 83 **) 
4. IIT. 1890 0 a] 82 **) 
10. IIT. 2050 Test 1 0.9 40 Kr 
20. IIT. 1950 — 06 Kr 
30. ITT. 1740 Nr. 187 04 x E.F.*) Kr 
8. IV. 1970 Tier zeigt 3 Infiltrate ae _ 
18. IV. 2190 Nr. 207 02 x E.F. Kr 
30. TV. 2380 , 195B 0,25 x E. F. keine Kriimpfe 
10. V. 2470 _ 013 x ELF. 54 
20. V. 2550 |. 122 0,05 x ELF. 53 
3. VI. 2650 | . 227 0,17 x E. F. 45 
12, VI. 2740 =, =«189/N 0,2 x ELF. 48 
24. VI. 2790 » 230/F 0,05 x E. F. 58 
4. VII. 2900  , 243 2g Organ x E.F. 41 Kr nach 8 Std. 
3. VIII. 2870 Test 1 12 35 Kr nach 6"), Std. 
14.VIIT. 3000 | 1 0.6 48 
24. VIII. 2990 Nr, 25511 1g Organ x E.F. Kr nach 3'/, Std. 
5. IX. 3140 » 263 0.2 x ELF. 35 
8. X. 3140, «273 1/,g Organ x E. F. 39 Kr nach 7 Std. 
22. X. 3150 =Test 1 06 49 
4. XI. 3310 Nr. 278 0,2 x E.F. 46 
16. XI. 3320 | , 49 0,2 x E.F. verloren gegangen 
26. XI. 3150 Test 1 1,2 43 
7. XII. 3370 a 18 43 
17. XII. 3100 io 24 34 Kr nach 5 Std. 
1925 
11.1. 3010 <<" 04 Kr nach 2 Std. 
21.1. 3030 i 0,2 52 
1. II. 3240 Nr. 52 0.2 x E.F. 40 
10. IT. 3080 =, 284 0,1 x E.F. 39 
22. II. 3230 , 53 0.1 x ELF. 80 
4. ITT. 3220 , 4B 0,8 x E.F. 91 
15. ITI. 3320 =Test 2 0,2 57 
25. IIT. 3170 Nr. 298 1/,g Organ x E. F. 33 
5. IV. 3330 » 295 0,025 x E. F. 58 
17. IV. 3220 Insulin Tetewop | 1 Einheit x E. F. 54 
29. IV. 3300 Nr. 59 0,05 x E.F. 51 
14. V. 3190 Test 2 0,3 37 
27.V 3390 2 0,6 29 


*) E. F. = Empfindlichkeitsfaktor des Tieres. 
**) Normaler Bintzuckerwert an diesem Tage. 


der verwendeten Tiere Krimpfe oder die entsprechend niedrige Blut- 
zuckerkonzentration aufweist, dann wird anderen geeichten Tieren das 
Doppelte dieser Dosis injiziert, zeigen jedoch alle Krampfe bzw. das 
Krampfniveau der Blutzuckerkonzentration, so erhalten andere Tiere 
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Tabelle X. Auswertung des Prap 
Tier Nr. 120 Tier Nr. 22 
mg pro kg Blutzucker- mg pro kg Blutzucker- 
Datum des Teste konzen- Datum des Tests konzens Dat 
tration in tration in 
praparates mgsProz. praparates myg+Proz. 
Nr. 2 nach 2 Std. Nr. 2 nech 2 Std. 
1924 1924 1924 
3. VI. 0,2 Kr 3. XI. 0,2 Kr 7.Vi1 
3. VIII. 0,1 51 13. XI. 01 Kr 21. VIII 
14. VIII. 0,2 32 26, XI. 0,05 70 31. VII 
10, IX. 01 Kr 7.28. 0,05 Kr 2. X 
2. X 0,05 , 1925 99 
-X. = 6 4. 0,025 51 22. X 
9. XI. 0,05 4 Z Ne 1925 
Xx a Kr 25. I 0.05 38 7.1 
20. XI. 0,025 55 = 
0 » 
1925 4. IT. 1 Kr 16. | 
4.1 0,05 39 6. 1T1. 0,1 Kr 28. ] 
14. I 01 30 14. IIT. 0.05 Kr 8. II 
6, ITT. 0,1 40 22. IV. 0,025 24 4.11] 
17. IV. 0.1 45 5. 1\ 
26. 1V 
Priparat Nr. 288. (Siehe dazu da- 
mio tent Blutzuckers k Blutzuckers 
&P ad konzens Sew konzen- 
des - des , : 
Datum tration in Datum tration in Datum 
Praparates Praparates 
Nr, 288 mg*Proz. Nr. 288 mg*Proz. 
= nach 2 Std. ihe nach 2 Std. 
1925 1925 1925 
31L.1V 0,05 Kr 4.V. 0,00625 52 7.V 
Kontrolle. 
—* Blutzucker: a Blutzucker: 
ep 8 konzen- ¢P . konzen- 
des Tests ; des Test- / 
Datum 8 oa tration in Datum ° otek tration in 
P a ms mg-Proz. P 7 ” mg:-Proz. 
ear Se nach 2 Std. tins nach 2 Std 
1925 1925 a + aay 
bv. ¥. O15 Kr 17, V. 0,025 62 
29. V. 0,075 46 fe £ 0.075 Kr 


ein Viertel dieser Dosis. 





In Anbetracht dessen, daB die Beobachtung 


der Tiere 8 Stunden dauert, wird der auf Grund des ersten Ergebnisses 
etwa notwendige zweite Auswertungsversuch immer erst friihestens am 


nachsten Tage vorgenommen. 


zwei Tieren verabreicht, so daB mindestens vier Tiere zu einer Aus- 


Jede gepriifte Dosis wird mindestens 
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- 288 gegen Testpraparat 2. 
Tier Nr. 156 Tier Nr. 186 Tier Nr. 191 
mg prokg Blutzucker- mg prokg Blutzucker- mg prokg Blutzucker- 
des Teste konzen- Datum des Test: konzens Datum des Teste konzen- 
tration in tration in tration in 
praperates mg»Proz. praperates mg-Proz. praparates mg-Proz 
Nr. 2 nach 2 Std Nr. 2 nach 2 Std. Nr. 2 nach 2 Std 
1925 1924 
0,2 Kr 18, IIT. 0,2 40 14: X. 0,2 Kr 
Ol 22 29, ITI. O4 45 26. X. 01 D4 
7 » , 1925 
0.05 40 15. TV. 04 40 tL 0.1 46 
7 oF y tad 4 ¢ jean 
01 31 26. IV. 0 Kr 14. I. 02 55 
°° 4 - 
0.2 Kr 25. I. 0.4 Kr 
0.1 59 6. 111. 04 33 
0.2 50 29. IV. 03 45 
02 56 
04 30 
O4 40 
o4 30 
0.3 37 
beiliegende Injektionsprotokoll.) 
k Blutzucker- a Blutzucker- ohn iial Blutzucker- 
mé pro xs konzen- ‘Pp ad konzen: 6 pots konzen- 
des . : des ' des 
n tration in Datum tration in Datum tration in 
Praparates 8 Praparates Praparates . 
Nir. 288 mg+Proz. Nr. 288 mg*Proz. Ne, 288 mg-Proz. 
as nach 2 Std. P nach 2 Std. aie nach 2 Std. 
1925 1925 
0,1 34 7.V. 0,1 27(Kr) | 7.V. 0,1 37 














Zusammenfassung. 





mg Praparat mg Test mg Priparat mg Test 
0,05 — O15 oder 01 03 
0.00625 + 0.025 ss 01 ~~ 04 
0,1 = 04 
01 06 
01 04 


Ergebnis: 0,1 mg des Priparates Nr. 288 entspricht 0,4 mg des Test- 
praparates Nr. 2. 


wertung nétig sind. Um Tiere zu sparen, erhalt am ersten Tage jedes 
Tier eine andere Dosis, so da} 2 Tage zur Auswertung nétig sind. Die 
Sicherheit des Ergebnisses an einem einzelnen Tiere laBt sich im Zweifels- 
falle durch die Vornahme einer Kontrollinjektion nach zehntagiger 
Pause mit der ermittelten halben ,,krampfmachenden Dosis’ des Test- 
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Tabelle XI. 


Injektionsprotokoll fiir die Auswertung des Priiparates Nr. 288. 


Ss 


Die injizierte Lésung enthilt in 1 cem | mg. 





Blutzucker. 
konzentration 
in der 2. Stunde 


nach Injektion 


Zeit 
der Injektion 


Injizierte 


ccm 


Injizierte 
mg 


Dosis in 
mg pro kg 


Gewicht 


Empfindlich- 


des Tieres keitsfaktor 


Nr. des Tieres 


Datum 


1925 


30. IV. 


11b 35’ Kriimpfe 


Qh 


0,14 
0,25 
der Verdiinnun 


0,136 


l 


0,05 x 4 


0,05 » 


2720 


120 
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52 mg-Proz. 


8 


1 ad 20 


0,01256 


ls 


2010 


4.V. 


34 mg-Proz, 


© 
« 


ll 15’ 


0,28 
0,25 


0,275 
0,253 


2 0,05 x 2 


2750 


2530 


156 


i. A 


ta Vi 


27 mg-Proz. 
17h 30’ Krampfe 
37 mg-Proz. 


| 
i 
| 


0,22 


| 


0,05 « 2 


186 


0,222 


0,05 x 2 


2220 


19] 


7.Vz. 


praparats, deren friithere Wirk- 
samkeit beim Tier bekannt ist, 
nachpriifen. Der Wirkungswert 
des untersuchten Praparats ergibt 
sich aus der Gegeniiberstellung 
der Geschichte des Tieres und 
der Wirksamkeit der ihm in- 
jizierten Dosis des betreffenden 
Praparats, wobei man die der 
Einheitsmenge des Testpraparats 
aiquivalente Menge des unter- 
suchten Praparats erfahrt. Wir 
geben als Beispiel ein ausfiihr- 
liches Protokoll der Auswertung 
eines Praparats in Tabelle X. 

AuBerdem fiihren wir ein 
separates Injektionsprotokoll, in 
welchem neben Nummer und 
Gewicht des Tieres insbesondere 
sein Empfindlichkeitsfaktor an- 
gefiihrt und die auf Grund dieses 
Empfindlichkeitsfaktors zu_in- 
jizierende Menge pro Kilogramm 
und in toto nebst dem Zeitpunkt 
und dem Ergebnis der Injektion 
angefiihrt sind. Auch fiir die 
Art dieser Injektionsprotokolle 
geben wir ein Beispiel in Ta- 
belle XI. 

Wir halten uns an die 
Originalvorschrift der Methode 
Bang II (Zeit der Dampfeinlei- 
tung bei uns allerdings 5 Mi- 
nuten). Nur ein technisches 
Detail sei hervorgehoben: Wir 
bedienen uns zur Abmessung des 
Bijodats einer automatischen 
Uberlaufpipette von etwa 2 cem 
Inhalt, ahnlich der bei Beckurts*) 
abgebildeten, auf deren genau 
ausgewogenes Volumen die Kon- 


1) Beckurts, Die MaBanalyse. 
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zentration des Bijodats derart eingestellt wird, dab eine Fiillung genau 
2cem n/100 Bijodat entspricht. Die Verwendung dieses Instruments 
hat sich als sehr zeitsparend und die Genauigkeit férdernd erwiesen. 
Zur Titration verwenden wir, wie schon gesagt, n/200 Thiosulfatlésung. 

Bei den ungemein zahlreichen Auswertungen, welche im Verlauf 
unserer Untersuchung vorgenommen werden mubten, hat es sich als 
zweckmiabig erwiesen, fiir die oben beispielsweise angefiihrten Protokolle 
und Zusammenfassungen entsprechende Vordrucke anfertigen zu lassen, 
ein Vorgehen, welches das Arbeiten namentlich auch fiir die Kontrolle 
eines Betriebes sehr erleichtert, die Ubersicht und damit die Zuverlassig- 
keit férdert. Aus dem in dem obigen Beispiel demonstrierten End- 
ergebnis einer Titration kann die Zuverlassigkeit der einzelnen Er- 
mittlungen ohne weiteres abgelesen werden. Zeigen die verwendeten 
Tiere nicht alle die gleiche Wirksamkeit des untersuchten Priaparates an, 
so kann man sich manchmal, wenn die Differenzen groB sind, auch 
nicht mit der 10 Tage spater vorgenommenen Kontrolleichung der 
Tiere begniigen, sondern es ist dann nétig, fiir dasselbe Praparat noch 
einige andere Tiere zu verwenden. Als Endergebnis gilt dann die 
Wirksamkeit, welche die Mehrzahl der Tiere anzeigte. 

Fiir praparative Zwecke bzw. beim Studium der Wirksamkeit 
homologer Fraktionen des Pankreas, an denen die Bedeutung bestimmter 
Eingriffe studiert werden sollte, gingen wir mit Vorteil von der Aus- 
wertung mittels eines Testpriparats an geeichten Tieren insotern ab, 
als wir die quoad Wirksamkeit zu vergleichenden Praparate oder 
Fraktionen, natiirlich in zehntagigen Abstinden, an einem und dem- 
selben Tiere auf ihre Blutzuckerwirksamkeit priiften. Man kommt hierbei 
(natirlich unter Opferung von Zeit) mit weniger Tieren, die auberdem 
nicht geeicht sein miissen, aus. Selbst wenn man die Méglichkeit einer An- 
derung der individuellen Empfindlichkeit beriicksichtigt, erscheint der 
Vergleich an einem und demselben Tiere viel sicherer als die Auswertung 
gegeniiber einem dritten, dem Vergleichspraparat an mehreren Tieren. 

Als Beispiel, wie genau das Ergebnis einer solchen Priifung aus- 
fallen kann, geben wir die in Tabelle XII zusammengestellten Werte 
aus dem Versuch 255. An einem und demselben Tiere wurde die Wirk- 
samkeit zweier Teile eines einheitlichen Pankreasmaterials miteinander 
verglichen, von denen der eine bei saurer Reaktion, der andere bei 
neutraler Reaktion verarbeitet worden war. 

Onn 


Tabelle XII. Vergleich zweier homologer Fraktionen aus Versuch Nr. 255 
an einem und demselben Tier. 





Tier Blutzuckerkonzentration in mg-Proz 2 Std. nach Injektion gleicher Dosen 





Nr. von Fraktion 1 von Fraktion 2 
85 48 44 
59 37 36 


89 44 38 
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VI. 

Die Grundlage der beschriebenen Mcthode ist die Konstanz der 
individuellen Insulinempfindlichkeit der Kaninchen. 

Da jedoch diese Konstanz keine absolute ist, bleibt trotz allen 
methodischen Fortschritten und Kautelen auch heute noch die Genauig- 
keit der Insulinauswertung recht unbefriedigend. Trotzdem diirfte 
wohl auch in Zukunft das Kaninchen als das relativ geeignetste 
Auswertungstier weiter verwendet werden. Man muB sich daher 
fragen, ob nicht geeignete Maiinahmen die individuelle Empfind- 
lichkeit der Kaninchen konstanter als bisher gestalten kénnten. 

In dieser Beziehung wire in erster Linie an die Abhangigkeit der 
Insulinwirkung von der Art der Zufuhr zu denken. Ideal wire natiirlich 
die intravenése Injektion, welche die Verschiedenheit der Resorptions- 
geschwindigkeit, von der die Wirkung zweifellos mit abhingt, aus- 
schaltet. Leider braucht man die zuginglichen Venen zur Blutentnahme. 
so daB man von der intravenésen Injektion Abstand nehmen muB. 
Haufig wiederholte Herzpunktionen, welche die Blutentnahme aus 
den Venen ersetzen kénnten, halten wir nicht fiir vorteilhaft. Auch 
der wahrscheinlich steilere Verlauf der Blutzuckerkurve nach der 
intravenésen Insulininjektion ist insofern bedenklich, als man dabei 
leichter Gefahr lauft, das Minimum zu verpassen. Die subkutane 
Injektion ist also wohl noch immer die Methode der Wahl. Ob nicht 
die intraperitoneale Injektion in Betracht zu ziehen ware, haben wir 
experimentell am Kaninchen noch nicht studiert. Doch machen es 
unsere Versuche an Mausen nicht sehr wahrscheinlich, daB durch sie 
die Schwankungen der Empfindlichkeit in entscheidendem Mabe 
verringert werden kénnen. 

Eine zweite wichtige, die Empfindlichkeitskonstanz betreffende 
Frage ist die, ob die individuelle Empfindlichkeit der Tiere jahres- 
zeitlichen Schwankungen unterworfen ist. Von dem Verhalten der 
Frésche gegeniiber den Digitalisstoffen her ist es bekannt, daB solche 
jahreszeitlichen Empfindlichkeitsschwankungen vorkommen. Man 
hat diese Empfindlichkeitsinderung der Frésche meist damit in Zu- 
sammenhang gebracht, daB diese Tiere eine lange Winterruhe ohne 
Nahrungsaufnahme durchmachen, innerhalb welcher naturgemaB ihr 
ganzer Stoffwechsel veriindert sein muB. Aber es hat sich entgegen den 
urspriinglichen Annahmen gezeigt'), da solche Empfindlichkeits- 
schwankungen auch wahrend der Wintermonate vorkommen und dab 
sie bei diesen Tieren meist erheblicher sind als die auch bei Fréschen 
bestehenden individuellen Schwankungen. Es ist daher nicht aus- 


') Wis E.GroBmann (Der Digitalismodulus, Arch. f. exp. Pharm. 
u. Path.) aus unserem Institute publizieren wird. 
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geschlossen, daB auch jahreszeitliche Empfindlichkeitsschwankungen 
bei Kaninchen vorkommen, und daf bis zu einem gewissen Grade durch 
sie die individuelle Konstanz der Empfindlichkeit beeintrachtigt wird. 
In Anbetracht der noch immer bestehenden Ungenauigkeit der Aus- 
wertung halt es schwer, solche jahreszeitliche Beeinflussungen der 
individuellen Empfindlichkeit anzunehmen oder auszuschlieBen. Eine 
Durchsicht unseres Materials in dieser Hinsicht fiihrte zu keinem 
bindenden SchluB. Immerhin lassen aber einige unserer Erfahrungen 
das Vorkommen solcher jahreszeitlichen Empfindlichkeitsschwankungen 
nicht unwahrscheinlich erscheinen. Es miibten ad hoc angestellte 
Experimente der Entscheidung dieser Frage an einem viel gréBeren 
Tiermaterial als es uns zur Verfiigung steht, gewidmet werden. Wir 
méchten auf diesen Punkt hier verwiesen haben, der naturgemaB wie 
alle Empfindlichkeitsfragen nicht nur das Insulin betrifft, sondern 
eine allgemeine biologische Bedeutung hat. 


Vil. 

Die auf die geschilderte Weise bestimmten Wertigkeiten sind in 
biologischen Einheiten ausgedriickt, jedoch zum Unterschiede von dem, 
was bisher veréffentlicht worden ist, nicht in absoluten biologischen 
Einheiten, sondern in biologischen Einheiten, bezogen auf das von uns 
verwendete Standardpraparat, dessen reeller Wert wie oben ausgefiihrt, 
ermittelt worden ist. Wir nehmen aber nicht ein Drittel der fiir ein 
2-kg-Tier, also die fiir */, kg nétige Menge als diejenige an, welche einer 
Einheit entsprechen soll, sondern die, welche fiir 1 kg Tier injiziert 
werden muBb, um den Krampfwert der Blutzucker-C zu_bewirken. 
Zweifellos ist nun die Art der Auswertung bzw. die Wahl dessen, was 
als Einheit bezeichnet wird, durchaus nicht bei allen im Handel befind- 
lichen Insulinen identisch. Soweit wir die Handelsinsuline mit unserem 
Praparat verglichen haben, ergaben sich Differenzen insofern, als 
bezogen auf unser Standardpraparat zwar eine ganze Reihe der De- 
klaration (l ccm = 20 Einheiten) entsprach, andere aber weniger und 
eins bedeutend mehr Wirksamkeit enthielten. Als Extreme fanden 
wir weniger als ein Viertel und mindestens das Doppelte des deklarierten 
Wertes. Es wird also augenscheinlich mit verschiedenen Einheiten 
gearbeitet (bzw. wire es auch méglich, dab es sich um Abweichungen 
einzelner Darstellungschargen handelt — wir haben von keinem der 
fremden Praparate mehr als eine Charge untersucht —, die infolge 
mangelhafter Auswertungsmethode der Aufmerksamkeit der Her- 
steller entgangen sein kénnten). Es ware sehr wiinschenswert, wenn 
wenigstens fiir die einzelnen Staatsgebiete, wenn schon nicht inter- 
national, ein Standardpriparat geschaffen wiirde, mittels dessen 
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unter Beriicksichtigung der von uns ausgesprochenen Grundsitze 
alle Insulinpraparate eingestellt werden. 

Die Arzteschaft ist nur zu bereit, in einer schwicheren Wirkung 
eines Praparates ein Zeichen qualitativer Minderwertigkeit zu erblicken, 
ohne zu bedenken, daB es ganz im Belieben des Herstellers steht, das 
Praparat konzentriert oder weniger konzentriert abzugeben. So kann 
es vorkommen, daB ein Abweichen von der gewahlten oder allgemein 
beschlossenen Definition der Einheit Tauschungen hinsichtlich der 
Giite der verschiedenen Praparate hervorrufen kann. Man wird aber 
zugeben miissen, daB in bezug auf Einstellung der Praparate und Wahl 
der Einheit gegenwartig eine kaum zu iiberbietende Verwirrung herrscht. 
Es war unserer Meinung nach ganz iberfliissig, die urspriingliche 
Torontoeinheit zu unterteilen und zur ,,klinischen Einheit’ tiberzu- 
gehen, da in praxi wohl nur ganz selten Bruchteile einer Torontoeinheit 
angewendet werden!). Dies war aber der erste Schritt zu einer Anarchie, 
die sehr rasch eine Kopenhagener, franzdsische, neue dianische usw. 
Einheit aufkommen lieB und bald auch dazu fiihrte, daB so und so viele 
Fabriken zwar nach ,,Einheiten“ deklarierten, aber im Untertitel 
angaben, daB ihre neue Einheit um 2 Proz. stirker sei als die friihere. 
. Es ist erklarlich, daB, sobald erst einmal ein Hersteller damit anfing, sein 
Praparat deklarationswidrig zu verstarken, alle anderen gezwungen 
waren, sich dem anzupassen, da ja, wie schon gesagt, der Arzt sehr dazu 
neigt, das Praparat als das qualitativ bessere anzusehen, von dem er mit 
weniger ,,Einheiten” eine bestimmte Wirkung erreicht, wahrend es sich 
doch bei dieser Art der Wertung entweder um eine Selbsttauschung oder 
héchstens um die von der Qualitaét doch ganz unabhangige Preisfrage 
handelt. Dabei trigt ja kaum eine dieser Definitionen etwas zur Ver- 
besserung der Auswertungsmethode bei — nur eine solche Verbesserung 
aber sollte die Rechtfertigung fiir eine Anderung des Mafsystems 
abgeben diirfen. Eine derartige Verwirrung erschwert erstens den 
Fortschritt auf dem an sich schon hinreichend schweren Gebiete der 
Insulinauswertung und ist zweitens auch sehr geeignet, die biologische 
Auswertung iiberhaupt in MiBkredit zu bringen, was angesichts des 
oft kaum begreiflichen Widerstandes, der ihrer allgemeinen Einbiirgerung 
aus den Kreisen der praktischen Arzte entgegengebracht wird, sehr zu 
bedauern ist. Es ist also dringend zu fordern, daB nun, wo die Er- 
fahrungen iiber Insulinauswertung doch schon eine Beurteilung zu- 
lassen, auf diesem Gebiete endlich klare und einheitliche Verhaltnisse 
geschaffen werden. 


1) Im Gegenteil, spitere Erfahrungen haben ergeben, daB von den 
Praktikern sogar konzentriertere Priparate als die handelsiiblichen vor- 
gezogen werden, wobei dann die Torontoeinheit erst recht ausreichend wire. 
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Fiir die Ubertragung der Ergebnisse der Auswertung auf den 
Menschen wird man wohl in allen Fallen auch damit rechnen miissen, 
daB auch beim Menschen individuelle Empfindlichkeitsunterschiede be- 
stehen werden, und da vielleicht auch der individuelle Charakter des 
vorliegenden Krankheitsfalles hier eine Rolle spielt. Die bereits gar nicht 
mehr so selten zur Beobachtung gelangten insulinrefraktaren Diabetes- 
falle deuten, zumindest als Extreme, darauf hin, daf individuelle 
Empfindlichkeitsunterschiede auch beim Menschen bestehen. Sollten 
auch noch jahreszeitliche Empfindlichkeitsschwankungen beim Tiere ein- 
wandfrei festgestellt werden, so diirfte auch das Vorkommen solcher 
nicht ohne weiteres fiir den Menschen in Abrede gestellt werden. Denn 
er diirfte hinsichtlich seines allgemeinen Verhaltens zu Giften unter den 
Saugern wohl keine Ausnahme machen, dahingehend, da fiir ihn die 
fiir alle geltenden Empfindlichkeitsschwankungen der verschiedenen 
Art nicht in Betracht kimen'). 


Vill. 

Die so exzessiven Unterschiede der individuellen Insulinempfind- 
lichkeit, welche uns zu der besprochenen Auswertungsmethode gefiihrt 
haben, sind eine Tatsache, welche in mehrfacher Beziehung auch fiir 
die Beurteilung des physiologischen Geschehens bzw. fiir die Beurteilung 
der normalen Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels und auch 
der Bedeutung des Inselapparats fiir den Diabetes mellitus von Wichtig- 
keit ist. Wir haben es uns angelegen sein lassen, die Griinde fiir die 
merkwiirdige Tatsache aufzufinden bzw. cine Abhangigkeit der 
Empfindlichkeitsschwankung von anderen Eigenschaften der Tiere, 
zumindest einen Parallelismus mit anderen individuellen Eigenschaften 
aufzufinden, haben aber in dieser Beziehung keinen Erfolg gehabt. Es 
liegt auf der Hand, daB im Falle des Insulins so hochgradige Variationen 
der Empfindlichkeit bestehen, wie es bisher unseres Wissens von kaum 
einem anderen Stoff mitgeteilt worden ist. Allerdings ist der individuellen 
Empfindlichkeit gegeniiber Giften bisher nicht allzuoft Aufmerksamkeit 
geschenkt worden und wiewohl man sie supponiert bzw. von ihr in 
der allgemeinen Pharmakologie als von einem jener Faktoren, die die 
Wirkung beherrschen, spricht, wird sie selten in geniigender Weise 
bei Toxizitatsbestimmungen beriicksichtigt und hat erst in der letzten 
Zeit infolge der Einfiihrung der biologischen Wertbestimmungen die 
Aufmerksamkeit mehr auf sich gelenkt. Nichtsdestoweniger wiirden 
nur annahernd so grobe Empfindlichkeitsschwankungen wie sie hier 


') Ganz zweifellos aber ist es, daB irgendwelche vergleichende Ver- 
suche am Tier iiber die Wirkung bzw. die Beeinflussung der Wirkung 
des Insulins stets an einem und demselben Tiere ausgefiihrt werden 
miissen, dessen Empfindlichkeit vorher festgestellt ist. 
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vorliegen — man bedenke, daB das 16fache derjenigen Dosis, welche 
bei einem Tier pro Kilogramm gereicht, Krampfe macht, bei einem 
anderen Tier den Blutzucker nur unbedeutend herabsetzten kann —, der 
Aufmerksamkeit nicht entgangen sein, es wird also wohl hier ein 
exzeptionelles Verhalten vorliegen, durch das das Insulin sich von 
anderen Giften in dieser Beziehung deutlich unterscheidet '). Wie gesagt, 
sind Beziehungen anderer Funktionen zu der individuellen Insulin- 
empfindlichkeit nicht aufgefunden worden. Insbesondere haben sich 
keine klaren Beziehungen zw'schen der Insulinempfindlichkeit und dem 
Nebennierensystem, soweit solche bisher gepriift wurden, feststellen 
lassen. Ob die Adrenalinempfindlichkeit (gemessen an der Hyper- 
glvkamie) zu der Insulinempfindlichkeit in einem individuellen Verhaltnis 
steht, ist noch nicht nach allen Seiten hin durchuntersucht, es macht 
aber nach einigen orientierenden Versuchen durchaus den Eindruck, als 
ob solche Beziehungen nicht bestanden. Bestanden sie, so miibte 
man gleiche enorme Empfindlichkeitsschwankungen dem Adrenalin 
gegeniiber postulieren. Diese bestehen zweifellos nicht entfernt in 
solchem Ausmafe*). Sicher ist, daB sich Unterschiede gegeniiber den 
Folgen der Adrenalininstillation ins Auge bei extrem insulinempfind- 
lichen und unempfindlichen Kaninchen nicht haben feststellen lassen. 
Von Wichtigkeit ist es ferner, hervorzuheben, dab wir keine Beziehungen 
der Héhe des normalen Hungerblutzuckerwertes zu der Insulin- 
empfindlichkeit fanden, denn hohe und niedrige normale Hungerwerte 
fanden sich sowohl bei den unterempfindlichen als bei den iiberempfind- 
lichen Tieren. Immerhin miissen diese Versuche noch fortgesetzt werden 
und auch in morphologischer Beziehung sowohl Nebenniere als Pankreas 
verglichen werden bei in ihrer Empfindlichkeit weit auseinander liegenden 
Individuen. Leider ist die so wichtige Untersuchung tiber den Insulin- 
gehalt des Pankreas extrem auseinander liegender Kaninchen nicht 
nur deshalb schwierig, weil der Insulingehalt wohl recht gering ist, 
sondern auch deshalb, weil es nicht leicht gelingen diirfte, mit Sicherheit 
alles im Mesenterium ziemlich weit verstreute Pankreas zur Unter- 
suchung zu bekommen. Wie erwahnt, ist die individuelle Empfindlich- 


1) Es soll nicht urerwihnt bleiben, daB Versuche am isolierten Frosch- 
herzen, das Muscarin biologisch auszuwerten, sowohl] in den Handen anderer 
als auch bei Versuchen in unserem Institut sehr erhebliche Individual- 
schwankungen der Empfindlichkeit ergeben haben, die aber hier nicht 
in Vergleich gezogen werden, ebenso wie diejenige, die die eine von uns 
(Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 106, 1, 1925) mit Acetylcholin am Frosch- 
herzen beobachtet hat, weil es sich in beiden Fallen um isolierte Organe 
handelt und bei Versuchen mit solehen nicht lediglich die Individualitit 
des Stammtieres fiir das Verhalten des Organpraparates verantwortlich 


gemacht werden kann. 
*) Hildebrand, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm, 88, 80, 1920. 
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keit im wesentlichen blob im Rahmen einer geometrischen Dosenreihe 
mit dem Faktor 2 konstant und unterliegt ziemlich leicht pathologischen 
Einfliissen, welche den Gesamtorganismus treffen. Immerhin sind die 
Schwankungen der Empfindlichkeit des einzelnen Individuums so sehr 
viel kleiner als die Verschiedenheit der Empfindlichkeit verschiedener 
Tiere, daB man wohl fiir die Insulinempfindlichkeit den Rang eines 
konstitutionellen Faktors vermuten kann. Es fragt sich daher, ob wi 
es hier mit einer vererbbaren Eigenschaft zu tun haben, eine Frage. 
deren Entscheidung wir erst in Angriff genommen haben. 

Da wir wohl annehmen diirfen, daB sich die Tiere gegen ihr eigenes 
Insulin nicht anders verhalten werden, als gegen das injizierte, und da 
auBerdem bei allen Tieren annahernd cer gleiche normale Hunger- 
blutzuckerwert anzutreffen ist, laBt sich vermuten, daB die tiberempfind- 
lichen Tiere wenig, die unterempfindlichen viel Insulin produzieren. 
Gerade mit Riicksicht hierauf ware die Bestimmung des Insulingehalts 
des Pankreas einzelner Tiere in hohem Grade wiinschenswert. Es ist 
wohl anzunehmen, dab sich die Empfindlichkeitsunterschiede dem 
Insulin gegentiber nicht bloB auf das Kaninchen und, wie oben mitgeteilt, 
die weibe Maus beschrinken, sondern dab mit groben Empfindlich- 
keitsunterschieden auch beim Menschen zu rechnen sein wird. Wenn 
das der Fall ist, und wenn in der Tat der SchluB vom injizierten auf das 
selbst produzierte Insulin zulassig ist, dann ist bei den insulinunter- 
und minderempfindlichen eine diabetische Konstitution gegeben, die 
von dem Verhalten des Pankreas ganz unabhangig ist. Diese diabetische 
Konstitution wiirde sich in einem abnorm hohen Insulinbedarf auBern 
und kénnte zu einem manifesten Diabetes fiihren bei einem Zustand 
des Pankreas, welcher als durchaus normal angesehen werden mul. 
Die bereits seit der ersten diesbeziiglichen Mitteilung von Jaksch und 
spiter von Falta mehrfach beschriebenen, gegen Insulin fast vollig 
refraktaren Diabetesfalle stellen ein Extrem dar, welches um so inter- 
essanter ist, als es fiir den Menschen schlagend beweist, was aus den 
von uns mitgeteilten Erfahrungen zu schlieBen war, da® fiir die Insulin- 
wirkung eine Reihe von Bedingungen gegeben sein miissen, daB das 
Verhalten des iibrigen Organismus, allerdings in einer Weise, die gegen- 
wirtig noch nicht zu iiberblicken ist, maBgebend fiir die Wirksamkeit 
des Insulins ist. Diese Bedingungen fiir die Insulinwirkung (Koeffizienten 
im Sinne £. H. Herings) aufzufinden, muB als eine der wichtigsten Auf- 
gaben der Erforschung der Physiologie des Insulins angesehen 
werden. Es ist naheliegend, daB andere Hormone hier mabgebend 
eingreifen, ob das Adrenalin hierbei die entscheidende Rolle spieclt, 
ist zumindest noch nicht sicher, wenn auch Shimidzu') das korre- 


1) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 108, 52, 1924. 
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lative Eingreifen des Adrenalins nach einer Insulininjektion nach- 
gewiesen hat. 

Der Erforschung dieser und anderer mit dem Insulin zusammen- 
hangender Probleme steht noch immer der Umstand im Wege, daB die 
MeBmethoden fiir Insulin, trotz Aufwandes vieler Arbeit zahlreicher 
Forscher, sehr ungenau sind. Die mitgeteilten Ergebnisse lassen die 
hier sehr engen Grenzen der biologischen Auswertbarkeit und die 
einzige Méglichkeit, sie zu erweitern bzw. zu genaueren Resultaten zu 
kommen, scharf hervortreten. Nur wenn es gelingt, die individuelle 
Insulinempfindlichkeit konstanter zu gestalten, kann man_hoffen, 
zu einer genaueren biologischen Auswertung zu gelangen. Aber auch 
dann wird sie mit einem Fehler von mindestens 50 Proz. behaftet 
bleiben, so daB ein wesentlicher Fortschritt auf allen Einzelgebieten, 
die genauere Insulinmessungen erfordern, nur von der Auffindung 
anderer Methoden als der der Messung der Minderung der Blutzucker-C 
erhofft werden kann. 








Untersuchungen zum Verteilungsproblem. 


Il. Mitteilung: 
Organische Bleiverbindungen, 


(Kurze Mitteilung.) 
Von 
Rudolf Ehrenberg. 
Aus dem physiologischen Institut Géttingen. ) 


(Eingeqangen am 16. Juni 1925.) 


Die nachstehend mitzuteilenden beiden Analysenreihen eréffnen 
eine Untersuchungsfolge, die ermitteln soll, ob es gelingt, den Weg 
organischer Verbindungen und Gruppen im Organismus an mit ihnen 
verbundenen, leicht nachzuweisenden Elementen zu verfolgen. Es 
wurde zunichst gefragt, ob die Verteilung metallorganischer Ver- 
bindungen im Organismus lediglich durch das Metall bestimmt wird 
oder ob — bei gleichartigem Lésungsverhalten der Verbindungen — 
die organischen Radikale von lenkendem Einflu8 sind. Gewahlt wurden 
zunachst zwei organische Bleiverbindungen, das Triithylbleichlorid 
und das Triphenylbleichlorid, die entsprechenden Verbindungen anderer 
Metalle sollen folgen. 

Versuch 1. Einem mittelgroBen Kaninchen wurden im Laufe von 
15 Tagen 0,096 g Triathylbleichlorid, entsprechend 60 mg Blei, in taglichen 
Dosen von 4 bis steigend auf 12 mg, gelést in neutraler Ringerlésung unter 
die Riickenhaut injiziert. Es wurde noch 3 Tage gewartet, das Tier durch 
Ausbluten getétet, mit Ringer nachgespiilt, Blut, Gesamtharn der Ver- 
suchszeit sowie die in der Tabelle I aufgefiihrten Organe weiter ver- 
arbeitet. Die organische Substanz wurde durch KC1O, und HC! zerstért, 
das Blei als Sulfid gefallt, in Sulfat tibergefiihrt, gegliiht und gewogen. 

Versuch 2. Einem mittelgroBen Kaninchen wurden im Laufe von 
16 Tagen 0,14 g Triphenylbleichlorid, entsprechend 61,2 mg Blei, in Dosen 
von 10 bis 20 mg, in Olivenél suspendiert unter die Riickenhaut gebracht, 
Weitere Verarbeitung wie in Versuch 1, nur wurde die organische Substanz 
mit Salpetersiture zerstért. Die etwas verschiedere Applizierung ist ohne 
Bedeutung, da in betden Fallen ein Depot der Substanzen in der Subcutis 
gebildet wurde. 


Biochemische Zeitschrift Band 161. 22 
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Tabelle 1. 





Triathylblei 

mg Pb 
Hautdepot ... + 2 s+ 27,3 
ea eee ae 68 
Hirn und Riickenmark. . 3.4 
Pe oe eS ee he ue 0.0 
Magendarm....... 55 
eo 2.0 
eee 0.0 
NN od ha? by ea as ea 115 

56.5 


Triphenylblei 


mg Pb 


35.5 
0.0 
75 
0.0 
17 
0.7 
0.0 

13,6 


59.0 


Es zeigt sich also eine deutlich verschiedene Verteilung, besonders 
auffallig ist der Unterschied im Blute und Zentralnervensystem. Die 
Vergiftungserscheinungen, zumal die Abmagerung, waren an dem 
Athylbleitier viel ausgeprigter als an dem anderen. 





Adsorptionskohle als Kolloiddiagnostikum. 


Von 
Rudolf Ehrenberg. 


(Aus dem physiologischen Institut Géttingen.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1925.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Die zumeist in der Patentliteratur niedergelegten Verfahren zur 
Herstellung einer guten Adsorptionskohle zielen — wie Freundlich’) 
hervorhebt — neben der Fernhaltung oder Beseitigung von Teer- 
stoffen vor allem auf méglichste Erhaltung der Struktur des organisierten 
Ausgangsmaterials, als Vorbedingung einer groBen Adsorptionsfahigkeit. 
Von dieser technischen Erfahrung aus ergab sich das Problem, ob es 
nicht umgekehrt auch méglich sei, von der Adsorptionsleistung auf 
die Struktur des verkohlten Materials zu schlieBen. 

Trager der Adsorption ist der elementare, amorphe Kohlenstoff, 
nach den Untersuchungen von H. Herbst?) adsorbiert eine Kohle um 
so besser, je héher ihr Prozentgehalt an Kohlenstoff, je niedriger der 
an Wasserstoff ist, und zwar steigt die Adsorption starker als der 
Kohlenstoffgehalt, ein Ausdruck der hemmenden Wirkung der Kohlen- 
wasserstoffe. Die ganze Adsorptionsfahigkeit kann aber nur zur Aus- 
wirkung kommen, wenn die gesamte innere Oberflache der Kohle dem 
Adsorptiv zugianglich ist. Bei gréBeren Molekiilen oder Teilchen spielt 


daher fiir die tatsichliche Adsorption diese Zuginglichkeit — von 
Herbst ,,Ultraporositat’’ genannt — eine beherrschende Rolle. Sie 


ist es auch, deren Verschiedenheit bei den verschiedenen, nach dem 
gleichen Verfahren hergestellten Kohlen als Folge der Ausgangsstruktur 
anzusehen ware, auf sie zielte also die oben formulierte Problem- 
stellung ab. 

Die Untersuchung hat nun in der Tat ergeben, da®B nicht nur 
die Struktur im morphologischen Sinne, sondern auch der Kolloid- 


') Kapillarchemie, 2. Aufl., 5S. 179. 
*) Diese Zeitschr. 115, 204. 


O* 
-<< 
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zustand in vitalen Fliissigkeiten, wie Blut und Serum, die Ultraporositat 
der Kohle, gemessen an der Adsorption eines groBen Molekiils (Methylen- 
blau), wesentlich bedingt. Wenn in einem kolloidalen System dic 
Teilchengr6éBe zunimmt, ihre Zahl sich vermindert und diese Ver 
anderung sich der entstandenen Kohle mitteilt, so muB die Ultra 
porositat steigen, die GréBe der inneren Oberflache im ganzen sinken 
demgemaB muB die Adsorption eines Stoffes wie Methylenblau zuerst 
zu-, dann abnehmen. Werden an ein und derselben derartigen Reih« 
von Kohlen verschieden groBe Adsorptive verwendet, so wird ein jede- 
sein Adsorptionsmaximum haben, das sich als Differenzwirkung jener 


beiden Momente ergibt. In dieser Richtung ist die Untersuchung 
noch auszudehnen, die bisherigen Ergebnisse beziehen sich — mit 
wenigen Ausnahmen — nur auf das Methylenblau. 

Methodik. 


Am geeignetsten zur Erzielung guter Ubereinstimmung in Doppel- 
bestimmungen hat sich folgendes Verfahren herausgestellt : 


Das Material — Gewebe oder Fliissigkeit wird in einen groBen Uber 
schuB von Pottasche eingetragen und im Porzellantiegel bei kleiner Flamme 
zuniachst einmal bis zum Verschwinden der brenzlichen Diampfe verkohlt 
Es muB so viel Pottasche sein, daB die Fliissigkeit 10 bis 26 eem — darin 
versickert und ein kérniger Brei, keine Lésung entsteht. Nach dem Er 
kalten wird die Masse aus Kohle und Pottasche in der Reibschale zerrieben 
und im Tiegel abermals erhitzt, bis auch beim Umriihren der Masse keine 
Verbrennungsgase mehr wahrnehmbar sind. Die noch heiBe Masse wird in 
ein groBes Becherglas destillierten Wassers geschiittet, nach Absetzen det 
Kohle wird iiber 24 Stunden unter etwa sechsmaligem Wechsel de- 
Wassers gewiissert, das erwies sich als sicher ausreichend. Bekanntlich 
ist es nicht méglich, die Kohle ganz elektrolytfrei zu bekommen, abet 
bei dem gewaltigen Uberwiegen des Kaliumecarbonats tiber die Elektrolyte 
des Verkohlungsmaterials treten diese ganz zuriick und kénnen keine 
Unterschiede der Kohlen bedingen. Verschiedentlich angestellte Versuche 
des Zusatzes von kolloidunwirksamen Elektrolytmengen vor der Verkohlung, 
von gréBeren Mengen withrend und nach ihr bestatigten diese Uberlegung. 
Die Kohlen werden im Hitzschrank getrocknet und im Achatmérser fei: 
zerrieben. Nachtriagliche Extraktion mit Ather erwies sich als iiberfliissig 
bei diesem Verfahren. 

Der Adsorptionsversuch wurde mit sehr kleinen Kohlenmengen an 
gesetzt, um der Methode einen griBeren Anwendungsbereich zu verschaffen, 
er fiel hinreichend scharf aus. Es wurden 20 bis 30mg Kohle in einem 
Volumen der Farbstofflésung geschiittelt, das zu je 0,2 cem auf Img Kohle 
In den ersten Versuchen war eine wiisserige Methylenblau- 


gewahlt wurde. 
lésung 4,28. 10-3 molar verwendet worden, spiter durchweg eine m/100 
Lésung in m/15 Phosphatpufferlésung von py 5,906. 
eine halbe Stunde, zentrifugiert und nach Verdiinnung von 
jedesmal neu verdiinnter Keillésung im Authenrietschen Kolorimeter ver- 
glichen. Die Empfindlichkeit der Methode wiirde durch Verwendung eines 
Eintauchkolorimeters zu steigern sein, leider stand es mir bisher nicht zur 


Geschiittelt wurce 
1: 100 mut 
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Verfigung. Zu beachten ist die Behandlung der Glasgefabe. sie diirfer 
nicht mit Sauren gereinigt, sondern nur mit Wasser ausgesptilt und im 
Warmeschrank getrocknet werden, so daB die blauliche Anfarbung besteher 
bleibr. 


Ergebnisse. 

Die Zahlen geben die prozentuale Farbungsabnahme 

Meerschweinchen. Die Tiere wurden durch Entbluten getétet 
das Blut zum Teil direkt in die Pottasche flieBen lassen, zum Teil 
nach eingetretener Gerinnung darein gebracht und verriihrt. Versuche | 
bis 5 sind mit der ungepufterten Farblésung angesetzt, 6 bis & mit 
der gepufferten. Die mit eimem Stern bezeichneten Zahlen sind Be- 
stimmungen nach 36stiindigem Stehen der Organe in der Kalt 





Nr 1 2 3 4 5 i) 
Blut, ungeronnen . 45 31 30 20 20 24 —- 
geronnen 35 2] 3 95 15 12 13 13 
Lunge 37 2) 2 15 14 17 16 - 
. 17.5 : 
Leber 5 8 3 (8 21%) oo! 6 
ime ee ee | l l 1 16* | l 
ee 28 20 13 1! 13 10.5 18 a 
‘ = . ; 19 ) 
OS” I. i 65 ll 8.5 ll ‘ 17° ; 22 - 
‘ 


Die Werte der ersten Versuche sind entschieden zu hoch infolg« 
der noch nicht ganz entwickelten Technik, sie sind hier aufgefiihrt 
weil sie den fiir die Beurteilung der Methode wichtigsten Befund des 
Unterschieds von geronnenem und ungeronnenem Blute auch zeigen 
Die Blutkohlen von 5 wurden mit gleicher Methodik auch mit Trypan 
blau, als einem noch gréBeren Teilchen, 0.0516 g auf 100 cem, gepriift 
beide ergaben die gleiche Entfarbung von 10 Proz. Die Kohlen des 
geronnenen Blutes von 2, 3 und 4 wurden mit n Essigsaure ge 
schiittelt, Titration mit n 10 NaOH und Mikrobiirette ergab die Reihe 
10, 12, 12.5 Proz. auf 0,1 g Kohle und 10 cem 

Die Werte fiir die Organkohlen zeigen keme Regelmabigkeiten 
von Tier zu Tier, aber die Unterschiede, welche durch das Aufbewahren 
der Organe auf Eis entstehen, deuten auch auf die Variabilitat det 
Kohlen mit dem Kolloidzustand. Dieser Einflu®B der Zeit ergab sich 
auch in den weiteren Versuchen an Organen, Organeiweibextrakten 
Blut und Serum. 


Es ware weiterhin noch festzustellen. ob sich der funktionell 
Zustand eines Organs mit der Kohlemethode verfolgen laBt. bis jetzt 
wurde nur der Unterschied von gereiztem und ungereiztem Frosch- 


muskel untersucht: 
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Frosch. 
Nr. 1 2 3 
Ungereizt . 15 16 16 
Gereizt ne a aah 22.5 — 24.5 
Se. Sc & Ss es = 13.5 


Gereizt wurde tetanisch der ganze Schenkel mit Unterbrechungen 
eine halbe Stunde, 2 entstammt cinem Brondgeestversuch nach mehr- 
stiindiger Dauer. Der Befund der mit der Reizung wachsenden Ultra- 
porositat stimmt zu den Embdenschen Vorstellungen von dem Zu- 
sammenhang zwischen Erregung und Permeabilitat. 

Kaninchen. Verfahren wie bei den Meerschweinchen. Das Blut 
verinnt langsamer und scheidet alsbald Serum ab. 





Nr 1 2 3 4 

Blut, ungeronnen. . 23 27 — 30 
geronnen .. . 23 25 20 9] 
A ope Pk, on 20 2% 12 21 
Niere ie & ele” £2 re. é 29 13 16 25 


Schwein. Niere wurde teils fein zerrieben, teils nur grob zerhackt, 
von jeder Portion wurde ein Teil mit destilliertem Wasser, ein Teil 
mit Ringerlésung in reichlichem Uberschu8 angesetzt und 36 Stunden 
kalt aufbewahrt. Ein Quantum der fein zerkleinerten Masse wurde 
sofort verkohlt. 





Fein Grob 
Frisch . . ey. Teta te 26 _— 
ae ee ee ee 21 24 
I i Mn Er nw tating 21 24 


Rind. Leber in gleicher Weise verarbeitet. 





Fein Grob 
eA 23 ; _ 
OS See re ee 16.5 16.5 
Ea eee 17 i8 


Die Versuche zeigen, zugleich mit der Genauigkeit der Methode, 
wie variabel die Kohlen mit den Verteilungsinderungen der kolloidalen 
Ausgangsstoffe sind. MaBgebend ist offenbar der Zustand im Moment 
der Einbringung in die Pottasche, die gewissermaBen als Fixator dieser 
Verteilung wirkt. Eine Verkohlung der Materialien allein, mit oder 
ohne voraufgehende Fixation in Alkohol, ergab keine reproduzierbaren 
Werte. Nach Eintragen der Organstiicke in die Pottasche kénnen sie be- 
liebig lange aufbewahrt werden, ohne dab die Kohlewerte sich andern. 
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Die iiberwiegende Zahl von Versuchen wurde mit Blut und Serum 
verschiedener Herkunft angestellt. Es wurden, wenn geniigend Material 
zur Verfiigung stand, 10 ccm zu der einzelnen Verkohlung genommen, 
es geniigen aber schon 5cem Serum fiir eine Adsorptionsdoppel- 
bestimmung. 

Die Zahlen haben die gleiche Bedeutung wie oben, es wurde die 
m 100 Farbstofflésung in Pufferung verwendet; zwei Zahlen in einer 
Rubrik bezeichnen Doppelbestimmungen inklusive Verbrennung, die 
Adsorptionsdoppelversuche wurden nicht gesondert aufgefiihrt, da 
nur iibereinstimmende aufgenommen wurden 


Ham rie l. 

















Methylenblau n Essigsaure 
Proz 
REE, eae eae ae 20 3,3 (0.1 g Kohle 10 ccm) 
Serum, 3 Tage dialysiert 33 23 
Blutkuchen ...... 12 3.6 
Rind. 
Serum Serum + Ringer 1 : 2 Serum + Wasser | : 2 
2) 24 24.5 
Me rae hh. 
R.E K.M EF. H. 
Blut, ungeronnen. . l4 13 14 
+ geronnen... 16 17 20 
Ak Et 
SE ee ee ee ee 12.5 15 
OS Tee eee 15 18 
Wk Er Ertr. Wr Ka. SA. Rp 
S, { 24 22 la7 95, 2) 23 25, 
Seerum Sn a eS ae | 23.5 225 ‘ ~ ~ ~e _ 
Serum/Wasser aa .... 27 32 19 245 24 22 — 
‘is soa oer — — — 20 — —- —_ 
Serum/Ringer aa ... . 25 — -- — 215 24 — 
Serum/ges. NaCl aa... — 32.5 — — — _ — 
Serum 25 Proz. NaCl aa . 24 — — -—— 29 — — 
Serum + NaCl - Uber- 
| — 27 17 — — 23 24.5 


Das Material dieser und der nachfolgend aufgefiihrten Versuche 
verdanke ich zum gréBten Teil der Géttinger medizinischen Klinik 
und Poliklinik, wofiir ich den Herren Erich Meyer, Seyderhelm und 
Meyer-Bisch herzlich Dank sage 
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Es folgen einige erste Vergleichsversuche zweier verschieden grober 





Adsorptive. 
Methylenblau Trypanblau 

5 

DE ee ee 12.5 10.5 
SR at ark ee 24 17,5 w 

ee ee 23 13 
. ; , , 3 

Es besteht also, wie erwartet, keine Parallelitat. 

26 


In der nachstehenden Tabelle sind die Serumwerte des klinischen 
Materials mit diagnostischem Stichwort angegeben, da es tiberwiegend Xu 
poliklinisch war, ist es nur zum kleineren Teile als ausgesprochen 





pathologisch zu bezeichnen. 4 
1| @. Z. 47 Jahre Adipositas mit Herzinsuffizienz 7 
2 R.M. sl Bigimenie-Extrasvstolie . . . . 18,5 
3 L. T. 2. . ENP. 5 we ee eee 20 5 
4 K.H. 62 it Arteriosklerose ........ 23, 23 
5 H.R.  —o— Aortensklerose ........ 21 4 
6 A.L. ae og EE <6. dans. & it ow eS 28 
71 ow. 32.C«; Nephrosklerose ........ 21,5 30 
Ss A.S 45 as RE fine aie ck ie ae a © 16 
9 WU, a Myodegeneratio, Bronch. chron. 16 20 
10 || A.J. _. « ss eo A oe ee et 20, 21 
1] BE. H. ae Arteriosklerose ........ 20 10 
12, A.B. 48 BEVOTOOHEO 0 6 wt tet ws 20,5 21 
13 ELS 35 e NS oe la gs ee 17 l 
14 M.S 35 a ei. oo th @ au ae 2) 
15 W.R. 24~=C«<“(X 4 ee ee 25 
16 OE. J. — Emphysem, z.B.Cor,.... 22.5 60 
7 K.G. 50 i ER ce ek ae ee 20 
18 L.R _ ae ca a i ges a ig ap oy 21 : 
19 R.N. 54—ids ee ee ee 19 50 
20 E. E. Ss . re eee ee 22 
21 G.R _— Aortensklerose ........ 22 40 
22) J.D << ee a oe ee ee ae ee 23.5 
2% M.K. 3 6 C«« NE ns ge ew 23 30 
24 E.K. 31 aw ND a he ek he pe ee 12.5 
25 M.S. O— NE a es ae ee 22 20 
26 A.E. — = a eee ee ee 15 
27 M. —_ 6 Se ae ee 24 10 
28 K.oO. a eae eae eae 15 
(Serum 24 Stunden gestanden) 20 
29 K.H. 23 = oe ae ce ge mat 22.5 0 
30 7, &. Se a Es ee a an ee 23 
31 H.W. - « Adipositas a ene 25 
32 HK. a Arteriosklerose ........ 21 
33. OA. XK. —_ Hypertonie . de ee a 12.5 
34 N.N. — ta a oe 17 
35 B. — OS ee a ee 21, 24 
36 H. — a I AI i ee. a ma 23 
(4 Wochen spiitere Entnahme) 24 
‘ 


Der Mittelwert dieser 36 Bestimmungen betragt 19,7 Proz. 
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Die Mannigfaltigkeit der Serumkohlen und die Abhangigkeit von 
dem Kolloidzustand wird nun noch deutlicher in den nachstehend 
in Kurvenform wiedergegebenen Versuchsreihen (Abb. 1 bis 13). Es 
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wurden je 10 cem des Serums mit steigenden Mengen gesattigter Ammon- 
sulfatlésung versetzt, in den Kurven sind auf der Abszisse die prozentige 
Sattigung an Ammonsulfat, auf der Ordinate die Entfarbung in Pro- 
zenten eingetragen, je nach der Menge des verfiigbaren Serums ist 
die Lange der Kurve ausgefallen. DaB es sich auch hier um die Ammon 


. 
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sulfatwirkung auf die Serumkolloide und nicht etwa um eine Elektrolyt- 
wirkung auf die Adsorption an der Kohle handelt, dafiir spricht der 
Verlaut der meisten Kurven mit einem deutlichen Maximum, dafiir 
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100 cem 4proz. Casein 


spricht ferner die Mannigfaltigkeit der 
Kurven, weiter die durch mehrfache Ver- 
suche erhartete Tatsache, daB nachtriag- 
liche Behandlung (erneutes Gliihen) einer 
Kohle mit Ammonsulfat EinfluB 
ist, sowie daB langeres Stehen des ammon- 


ohne 


sulfathaltigen Serums vor dem Einbringen 
in Pottasche den Wert s. B. 
bei 16proz. Serum in 24 Stunden von 
31 auf 47 steigerte. 

Eine Analyse der Kurven unter Be- 


verandert, 


ziehung auf bekannte Serumkonstanten 
ist noch nicht durchfiihrbar, die Frage 
der diagnostischen Verwertbarkeit der 
Methode ware an einem gréBeren Material 
zu priifen. Auffallig sind die Kurven 
Abb. 9 und 13, bei denen der Anstieg erst 
relativ Ammonsulfatkonzen- 
tration bzw. fast gar nicht erfolgt, sie 
entstammen den beiden Diabetikerseren. 

SchlieBlich sei noch ein Versuch an- 
gefiihrt, der zeigt, wie die Methode auch 
noch auf andere Probleme Anwendung 
Es wurde eine tryptische 
Caseinverdauung in der Weise verfolgt, 


bei hoher 


finden kann. 


daB in Zeitabstanden je 10ccm_ ent- 
nommen und in der beschriebenen Art 


auf Adsorptionskohle gepriift wurden. 


10 cem 2proz, Pankreatin Rhenania in Phosphat- 
puffer, py 7.5, 


s-0 
oe. 





0 Std. ‘lo Std. 1" /y Stdn 


oT 29 ” 


3 Stdn. 


6'/2Stdn. 24 Stdn. 48 Stdn 8 Tage 


23 26 27,5 28 24 


Die absoluten Mengen der aus je 10 com des Verdauungsgemisches 
entstandenen Kohlen nahmen mit dem Fortgang des Versuchs stark 
ab, zuletzt muBten 20ccm verkohlt werden, um den Adsorptions- 


versuch anstellen zu kénnen. 


Da der Kohlenstoffgehalt der Volumen- 


einheit sich ja nicht geindert haben kann, ist hieraus zu schlieBen, 
da® die kleineren Abbauprodukte abdestilliert sind, man hat also 
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wohl die Kohle auf Substanzen kolloidaler Verteilung zu beziehen 
Der*regelmaBige Verlauf der Kurve mit bald erreichtem Minimum 


entsprechend dem Caseinschwund 


langsamem Neuanstieg bis zu 
8 Lo 


einem Maximum und abermaligem Sinken, das als Uberwiegen det 
Abnahme der gesamten Kohleoberflaiche gegeniiber der Zunahme der 
Ultraporositat zu deuten ware, stimmt zu der friiher') entwickelten 


Vorstellung, daB mit dem enzymatischen ProzeB eine 


gréber disperser Substanz verbunden sei. Die Methode der 


dirfte auch bei anderen enzymatischen Prozessen sowie 
dem Gebiet der Serologie mit Nutzen anwendbar sein. 


Werte der Ammonsulfatkohlen. 


Entstehung 
Verkohlung 


solchen aus 





( berschuB 


10ccm Serum + 05 1 2 4 5 6 10 com Ges. (NH,).SO 
4/2° ‘ 
F 1, Ser.31 25 — - — — $i — 40 _ 
F 32 21 — — i — | — — - 
9° 
I ; 4 on 24.5 27 40 — 36.5 34 285 
-~) 
on 21 P 36 40) ‘ , 
F 4, 35 24 28 333 —- 0 38 30 
F 5. 5 21 -- — 4i] —_ | —_ noe 
F 6 29 22.5 25 31 34 — -- -- - 
- - a 3 
r3,?] —|e —|—/2. 
F 8, 9 16 I8.5 205 37 _-_ —_—_ — - — 
; js 20 5O 
9 ~ - 

F 9 28 15 16.5 17 2”) — 4a _- 40 
. 20 ‘ - 42 * 
a . = 2] — | 29 3 = | 7 45 
F ll, ll 20 1 27 40 — 40 — 37 
. . 20.5 P ‘ 29 oc 
F 12 12 2] 21 28 29 — | 38 — 41 - 
F 13 36 2% 23 23 23,5 253 — 27 27.5 30**) 


*) 24 Stunden gestanden. — **) = 10 com Serum + 20 com (NH,).SO, 


Die dicht untereinander stehenden Zahlen sind Doppelbestimmungen. 


149, 269; 153, 


362, 


') Diese Zeitschr. 128, 431; 











Uber 
tryptische Verdauung bei schwacher Enzymkonzentration. III. 


Ve mm 
Rudolf Ehrenberg. 


(Aus dem physiologischen Institut Géttingen.) 
(Eingegangen am 16. Juni 1925.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


In den friiheren Mitteilungen!) war tiber Untersuchungen berichtet 
worden, welche die zeitlichen Veranderungen des Enzyms in quanti- 
tativer wie auch qualitativer Richtung sowie die mitbestimmende 
Wirkung verschiedener Substrate aufzeigten. Die nunmehr mitzu- 
teilenden weiteren Ergebnisse setzen diese Linie fort, zugleich geben 
sie Einblick in Einzelheiten des Spaltungsvorganges und zeigen, dal 
bei ausschlieBlicher Variation der Enzymkonzentration der Spaltungs- 
vorgang qualitativ geandert wird. DaB schon das einfache Altern 
zwei Enzymlésungen in verschiedener Richtung verandern kann, 
gemessen an der Wirkung auf verschiedene Substrate. lehrt folgender 
Versuch: 

| Proz. Pankreatin Rhenania in Phosphatlésung py 7,5, zentrifugiert, 
iiberstehende Liésung A. Zentrifugat in 100 cem Phosphat aufgenommen, 
24 Stunden gestanden, wieder zentrifugiert, iiberstehende Lésung B. 
Verdauungsversuche 10: 20cem von a) 2proz. Casein, b) 2proz. Witte- 
pepton, beides in Phosphat, 37°, van-Slykebestimmung, Wertezunahmen 


des NH,-N in mg/100 pro 1 cem. 





Casein Wittepepton 
2 Std. 2 Stdn. 24Stdn. 72Stdn. |» Std. 2 Stdn. 24Stdn. 72 Stdn 
CS? ee 17 23 52 68 14 31 46 BO 
Nach 18 Tagen . + 22 33 62 67 9 21 42 52 
CS”? ae 5 15 34 51 0 6 19 21 
Nach 18 Tagen .. 5 10 33 41 0 7 28 31 


') Diese Zeitschr. 128. 432; 149, 269, 158, 362 
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Nach dem 18tagigen Stehen hatten sich beide Lésungen wieder stark 
getribt, sie waren vor obigem zweiten Verdauungsversuch abermals 
zentrifugiert worden. Die neuerlichen Zentrifugate waren in je 10 ccm 
Phosphat aufgenommen und mit 20 cem Wittepepton angesetzt : 





1» Std 2 Stdn 24 Stdn. © Tage 
Zentrifugat A... . 0 0 15 % 
Zentrifugat B. . . . 0 4 is 34 


Aus dem Versuch geht hervor: Lésung A hat sich durch das 
langere Stehen fiir Casein verbessert, fir Wittepepton verschlechtert, 
B umgekehrt. Da vor dem zweiten Versuch zentrifugiert war, ist 
auch an den Fortfall von Hemmungen zu denken, das Bemerkens- 
werte ist die Verschiedenheit der Veranderung bei A und B. Lésung B, 
die ja nur den wasserigen Auszug des ersten Zentrifugats von A dar- 
stellt, gibt nach dem Stehen ein wirksameres Zentrifugat als die viel 
starkere Lésung A. Die Ergebnisse werden verstaindlich unter der 
friiher entwickelten Vorstellung eines ,,Enzymablaufs, dessen ver- 
schiedene Stufen verschiedenen Stadien der Proteolyse zugeordnet 
sind. Alle weiter mitzuteilenden Ergebnisse stimmen damit iiberein. 

Die in dem obigen Versuch wie auch schon friiher (zweite Mit- 
teilung) angewendete Methode der sukzessiven Zentrifugierung mit 
Extraktion wurde wiederum zur Behandlung des Problems der Stei- 
gerung der Wirksamkeit durch Aufnahme in substrathaltiger Lésung 
benutzt. 

Nach obigem Verfahren gewonnenes viertes Zentrifugat, ausgehend 
von 100 cem I proz. Pankreatinphosphatlésung, wurde in 10 cem Phosphat 
aufgeschwemmt, zu 5cem auf A 50cem Iproz. Caseinphosphatlésung, 
B 50 cem Phosphat verteilt, nach 24 Stunden wieder abzentrifugiert, die 
beiden Zentrifugate in je 50cem Phosphat aufgenommen: C und D. Ver- 
dauungsversuche 10: 20cem 2proz. Casein bzw. Wittepgpton. Be- 
zeichnung wie oben. 





Casein Wittepepton 


\/y Std. 2Stdn. 18Stdn. 7 Tage '/, Std. 2Stdn. | 4 Stdn. | 24Stdn. 5 Tage 


Bie Sei or 1 l 17 29 5 5 9 15 18 
ee 0 0 6 20 0 0 —_ 7 15 
Ris ee ace 2 2 10 21 0 0 _ 8 13 
ee 0 l 14 25 0 0 — 8 15 


In einem Versuch mit der Lésung A allein war festgestellt worden, 
daB die Zunahmen des N H,-N in den Verdauungsversuchen nicht zum Teil 
auf ihrem | proz. Casein beruhten, er ergab nach dem 24stiindigen Stehen 
iiber dem Zentrifugat keine Zunahme in 17 Stunden bei 37°. 

Die Proben zeigen eine erheblich gréBere Wirksamkeit des substrat- 
haltigen Zentrifugatauszuges, zumal gegeniiber dem Pepton. Fiir die 
Annahme einer wirklichen Zunahme an enzymwirksamer Substanz in 
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Beriihrung mit dem Substrat spricht der Vergleich der Ausbeuten 
aus den zusammengehérigen Proben A +C und B-+ D, er ergibt 
beim Casein nach 18 Stunden 27 gegen 20, nach 7 Tagen 50 gegen 45, 
beim Pepton nach 24 Stunden 23 gegen 15, nach 5 Tagen 31 gegen 30. 

Weiteren AufschluB iiber den Gang der Spaltung und die Ver- 
anderungen des Enzyms bei verschiedenen Substraten und verschiedenen 
Enzymkonzentrationen gibt eine Untersuchungsreihe, bei der die 
Proteolyse sowohl an dem NH,-N wie an dem von Gerbsaure nicht 
faillbaren N verfolgt wurde. Ausgegangen wurde von ein und derselben 
Enzymlésung: 0,5 Proz. Pankreatin Rhenania in Phosphat py 7,5. 
Damit wurden zunichst folgende sechs Verdauungssysteme angesetzt 


I. 1. 50cem 4proz. Casein + 50cem Enzymlésung 


~~ oe oe » TR w 
40 ccm Phosphat. 
3. 50cem 4proz. Casein + 5cem Enzymlésung 


45 cem Phosphat. 


Il. 1’. 50cem 4proz, Wittepepton + 50cem Enzymlésung 

7. ee a - Oe os + 10 ,, Enzymlésung 
40 ccm Phosphat. 

3’. 50cem 4proz. Wittepepton + 5ecm Enzymlésung 


45 ecm Phosphat. 














J In Zeitabstanden wurden den bei 
+4 + +—+—_+— 37° stehenden Gemischen je 5 cem 
| 1 i ice: Wal aoe fiir die van-Slykebestimmung ent- 
TA op | nommen (+ 5 cem n/10 HCl, davon 
t { t ‘a ie aoe cae a eae ee Doppelbestimmung in je 2 cem) und 
if 2 = — a ee je leem fiir den Mikrokjeldahl 
| / | | } 
i t+ ae i : i | t 
| 
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Abb. 1. 
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(+ 2cem Gerbsiurereagens nach Hedin, davon je 0,5 cem fiir die Doppe! 
analysen). Die Werte sind in Abb. 1 und 2 graphisch verzeichnet, die aus 
gezogenen Linien entsprechen dem N H,-N, die gestrichelten dem Kjeldahl-N, 
beides in mg/100 pro 1 cem; die Zeiten sind auf der Abszisse mit abnehmen 
dem MaBstab aufgetragen, die Kurven zeigen also nicht den wahren zeit- 
lichen Verlauf, sind aber unterein- ,,. ae. ee 
ander vergleichbar (Abb. 1 bis 3). 


A 


28 


7 ; ‘ ; ; + ; ; ; + , # 





i lr a a a a a a a Se 





Abb. 3 Abb. 3a. 
Nach 6 Tagen des Aufenthalts bei 37° wurden den Verdauungsgemischen je 
50 ccm entnommen und 3 Tage gegen mehrfach erneuerte je 100 ecm 
Phosphat dialysiert, danach betrugen die Volumina und der Gesamt-N der 


Lésungen: l. 53cem, 1,56mg N in 0,5 ccm 
we ies « « SE w 
SS ae as ie wm «a ee os 
. oe a“ ess oc ae Ge 
a Ree ae a ae GO 
7. ee Se on ae 


nach Zusatz von 20 ccm 4proz. Caseins. 
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Der neue Verdauungsansatz — 20 cem je der sechs Lésungen + 20 cem 
Casein wurde 12 Tage bei 37° verfolgt, die Werte zeigt Abb. 3. Zu be- 


achten ist, daB von den korrespondierenden Lésungen 1 und 1’, 2 und 2’ die 
‘aseinvorbehandelten den steileren Anstieg der NH,-Werte zeigen, ferner, 
daB in den N,-Werten die Lésangen 2 und 2’ die fiinffach stirkeren 1 und 1’ 
einmal tiberholen, Im ganzen geben die beiden Kurvengruppen ahnliche 
Bilder, der N H,-Wert von 3’ zeigt einen auffalligen Verlauf. 


Wahrend in dieser Reihe eines der vorbehandelten Substrate als 
Substrat fiir alle Lésungen diente, wurde in einer weiteren Serie ein 
drittes Substrat Gelatine — verwandt. 
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Abb. 4. 


Je 30 cem der Lésungen wie zu ITT wurden mit 20 cem 6proz. Gelatine 
angesetzt, die N-Werte der sechs Gemische 1 bis 3’ in 0,5 cem betrugen: 
1,94, 2,03, 2,14, 1,99, 1,99, 2,05. Zum Vergleich wurden zwei Verdauungs- 
reihen mit nicht vorbehandelten Enzymlésungen zugleich angesetzt: 

1. 30cem 0,4proz. Pankreatin + 20 ccm 6proz. Gelatine. 

& © «o Siva - Te aS & a 


25 ecm Phosphat. 


In den Abb. 4 und 4a entsprechen die Kurven 3 bis 8 den bisherigen 
Lésungen 1 bis 3’, in 4a ist der Anfangsteil der N H,-Kurven in gréBerem 
MaBstabe wiedergegeben, um den auffallenden Befund deutlich zu machen, 
daB die Werte der korrespondierenden Lisungen 4 und 7 denen der eingangs 
fiinffach stirkeren 3 und 6 zuerst vorauseilen, um spiiter dahinter zuriick- 
zufallen. Zum Verstiindnis darf wieder an die Vorstellung des Enzymablaufs 
erinnert werden. Bemerkenswert ist auch, wie die korrespondierenden 

















Tryptische Verdauung. 


353 


Kurven sich immer mehr zusammenfinden und gegen Ende von den anderen 
Paaren starker scheidea, die Katalysetheorie lieBe das Gegenteil erwarten. 


Zur Auswertung der Kurven seien in nachstehenden Tabellen die 


Prozentzahlen zusammengestellt, die man erhalt, 


é9--—----- > > - 


+-—+— + + + + 


+ 
Ss 


 s 


“ 





wenn 


man den 


a | 


\. 


N 


\ 








P 3 Tage 
I und II ll 

1 Std. 16Stdn. 48 Stdn. 1 Std. 21Stdn. 70Stdn 5 Tage 12 Tage 
l 52 42 50 50 42 42 44 35 
2 17 36 37 39 32 32 34 38 
3 83 49 43 — 35 36 28 — 
I’ 69 55 5 30 37 36 39 31 
2 42 43 39 17 29 26 27 31 
3’ 75 36 42 _— — 40 33 27 

IV 

1/9 Std. 2 Stdn. 22 Stdn 72 Stdn 6 Tage 12 Tage 
l 24 32 39 35 45 44 
2 50 42 34 40 40 39 
‘ —_— 50 63 41 
4 — _ 83 75 46 —- 
5 — — 55 61 33 - 
6 — a 63 53 42 = 
7 —_ — 93 58 4] - 
8 —_— _— 89 67 38 - 
Biochemische Zeitschrift Band 161. 23 
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NH,-N als Anteil des nicht fallenden N berechnet. Natiirlich sind 
die Prozentwerte zu hoch, da auch der Gerbsiureniederschlag N H,- 
Gruppen enthalt, doch ist der Gang der Werte von Interesse. 

Bei langer Versuchsfiihrung nahern sich die Prozentwerte einander 
an, immerhin sind sie zum Teil auch dann noch betrachtlich unter- 
schieden. Im iibrigen ist die Mannigfaltigkeit das Charakteristische, 
haufiger ist fallender Prozentwert, aber auch steigender kommt vor, 
wie z. B. in IV., 1. 

Ordnet man bestimmten Werten unfillbar gewordenen Stickstoffs 
die aus den Kurven ersichtlichen jeweiligen NH,-N-Werte zu, so be- 
kommt man ebenfalls sehr verschiedene Werte. 





3 


tw 
w 
— 
tw 


NHo«N in mg/100 von: 1 


Bei 50mg/100 N, in J, IT... 25 1¢ 23 33 19 20 





2 
» 100mg/l00 N,inl, TT... 52 33 46 54 38 40 
» 50mg/l00 N, in III ....) 22 18 18 15 14 26 
» 100mg/l00 N, in IIT. ... 4 31 35 30 28 44 
» 150mg/100 N, in IIT.... 6 48 45 55 39 53 
In IV NHo-N mg/100 von: 1 2 3 4 5 6 7 8 
Bei 50mg/l00 NN, ....... 13; 18! 20/| 38| 2 | 31) 35 | 2% 
» tmg/lOON, .......i] 31) 2] 2] 4) 2%) @/ 41 | 27 
» 100mg/l00 N, .......) 41 «#32| 50] 47| — | 51/42 — 


Hierbei ergibt sich zwar keineswegs ein Parallelgehen von unfallbar 
gewordenem N, und freigesetzten Aminogruppen, wohl aber doch 
einige Regelmabigkeit, so die exzentrische Lage der Werte fiir die 
mittlere Enzymkonzentration 2 und 2’, in I, II und zum gréBten Teil 
auch IIT nach unten, in IV nach oben. 

Es wurde weiter eine Untersuchungsreihe angestellt mit Ver- 
dauung bei verschiedener Enzymkonzentration in Dialyseanordnung 
und Bausteinanalyse der Dialysate und der restierenden Innenlésung. 
Die Enzymkonzentrationen verhielten sich wie 1 : 10 (0,5- und 0,05proz. 
Pankreatin Rhenania), die staérkere machte 0,5 proz. Caseinlésung in 
Phosphat py 7,5, 37°, in einer halben Stunde auf Essigséure caseinfrei, 
die schwachere in 61, Stunden. 

Zu dem eigentlichen Versuch wurde als Grundlésung n/100 NaOH 
gewahlt, je 1000 cem wurden mit 25 g Casein beschickt und (Versuch 1) auf 
0,05 bzw. (Versuch II) 0,5 proz. Pankreatin (der gleichen Stammlésung) 
gebracht. Je 500 ccm wurden auf zehn groBe Schleicher-Schiill-Dialysier- 
hiilsen verteilt und zusammen gegen je 500 cem n/100 NaOH dialysiert, 
37°. Die Dialysate wurden morgens und abends entnommen (die AuBen- 
fliissigkeit erneuert) und eingedampft, schlieBlich iiber Schwefelséiure 
getrocknet und gewogen. In I wurden die Trockenriickstainde der beiden 
Parallelversuche vereinigt gewogen, in II getrennt (12 bzw. 24 Wagungen), 
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ebenso der nach Abbruch des Versuchs — 6 Tage restierende Trocke- 
riickstand der Binnenlésungen (ein bzw. zwei Wagungen). 

Die Trockenriickstinde wurden so weit vereinigt, wie zur Durch- 
fiihrung der van Slykeschen Bausteinanalyse erforderlich war, das ergab 
in I vier Riickstiinde von je 24 Stunden Dialyse, einen von 48 Stunden, in 
II drei von je 12, einen von 24, einen von 36 und einen von 48 Stunden, 
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in der Abfolge der 6 Tage. Die Ergebnisse der Analysen sind in Abb. 5 
(Versuch I) und 6 (Versuch IT) graphisch in prozentischen Abnahmen des 
anfanglichen Dialyseinnern dargestellt. Die ausgezogenen Linien geben die 
Gesamtabnahme des Trockenriickstandes prozentisch an, die gestrichelten 
die des Stickstoffs, verteilt auf die Gruppen: NH, (als Ammoniak abspalt- 
barer Amidstickstoff), Mel. (Melanoidin-N), Lys. (Lysin), Arg. (Arginin), 
Hist. (Histidin), M.a.s. (Monoaminosiuren), Trypt. Prol. (Nichtamino- 
stickstoff der Monoaminosiauren), D a. s. (Diaminosiuren + Cystin). Cystin 
wurde bestimmt, der Kleinheit der Werte wegen aber nicht graphisch ver- 
zeichnet. Ferner wurde der Phosphorgehalt im Ausgangscasein zu 0,76 Proz., 
in dem Pankreatin zu 1,59 Proz., in der Restbinnensubstanz von I zu 
1,03 Proz., in der von II zu 1,35 Proz. bestimmt. In II wiirde der innen 
restierende Phosphor den mit dem Enzym zugefiihrten nicht erheblich 
23° 
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iibersteigen, wohl aber in T, hier mu Caseinphosphor undialysiert geblieben 
sein (Abb. 5 und 6). 

Die Kurven der Bausteingruppen sind im ganzen derjenigen der 
zugehérigen Trockensubstanzabnahme Aahnlich, besonders in den 
Gruppen des Ammoniaks, der Melanoidine und der Monoaminosauren, 
dagegen ist bei den Diaminosauren ein starkeres Absinken festzustellen. 
Das beachtenswerteste ist aber die Verschiedenheit in dem Verhalten 
der Gruppen, die zwischen den beiden Versuchsreihen besteht. So fallt 
in Abb. 5 die Histidinkurve steiler und um 10 Proz. tiefer als die des 
Lysins, in Abb. 6 sinkt umgekehrt von Anfang an das Lysin viel mehr 
und fast auf Null, wahrend das Histidin in seinem Endwert noch ober- 
halb desjenigen der Trockensubstanz bleibt. Das gleiche Umkehr- 
verhalten zeigen die Kurven der Tryptophan-Prolingruppe, in Abb. 5 
liegt sie unterhalb der Monoaminosaurengruppe und sinkt sogar unter 
die Diaminosiuren, in Abb. 6 bleibt sie in ihrem ganzen Verlauf oberhalb 
jener beiden. 

Ordnet man der gleichen prozentischen Abnahme der Binnen- 
substanz die gleichzeitigen Binnengehalte der Gruppen zu, so ergibt sich 


folgendes : 





I Il I Il 

Proz. Proz. Proz Proz. 

Undialvsiert .... 75 75 52 50 
Nach Stunden ... 65 26 144 55 

Gruppen: 

Aa eas eee 80 75 64 51 
Melanoidin ..... 79 70 59 48 
Se 74 63 54 30 
2 Fa’ Srnec 66 65 47 42 
a ge 65 71 42 50 
Mon. am. sren ..,. ° 79 74 58 50 
Trypt. Prol. ... . 76 84 43 64 
Diaminosiiuren . . . 67 66 46 4] 


Wire der Wirkungsunterschied der verschiedenen Enzymkonzen- 
trationen lediglich eine zeitliche Verschiebung, so ware zu erwarten, 
daB die dialysierbaren Spaltstiicke dieselben sein wiirden, der regel- 
maBige Verlauf der unterschiedlichen Kurven von Anfang an spricht 
fiir einen qualitativ verschiedenen Verlauf, wobei daran zu denken 
ware, daB die primar entstandenen Spaltstiicke — je nach ihrer Kon- 
zentration, Spaltungsgrad, Bindung mit dem Enzym usw. — ein 
variierendes Moment darstellen kénnten. 

Im Zusammenhang mit dieser Untersuchung tauchte die Frage 
auf, ob etwa das tryptische Enzym an sich die Bausteinzusammen- 
setzung des Caseins zugleich mit der Aufspaltung verindere, ob also 
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die Bausteinanalyse zu Beginn und nach langerer Dauer der Verdauung 
verschiedene Werte liefere. Das ist in der Tat der Fall, und zwar auch 
in Abhangigkeit von der Enzymkonzentration und der Zeitdauer. 

Versuch 1. 3 Proz. Casein, 0,5 Proz. Pankreatin, Phosphat 7, 7,5, 
37°, 6 Tace. 

Versuch 2. 3,66 Proz, Casein, 0,33 Proz. Pankreatin, Phosphat py 7,5, 
37°, 3 Wochen. 

Versuch 3. 3,66 Proz. Casein, 0,03 Proz. Pankreatin, H 159, 37°,3 Wocher. 


Stickstoffverteilung. 





I Il Il 

Anfang SchluB Antang SchluB Anfang SchluB 

Proz. Proz. Proz. Proz Proz Proz 

Ammoniak . . 10,1 11.2 99 10.9 98 10.6 
Melanoidin . . 15 3.6 2,1 2.6 19 2.7 
- ew a a 60.7 60 61.6 62.5 60.8 60.1 
Trypt. Prol. . 16,1 6.7 14.9 10.0 15.8 9,0 
Diaminosaure . 27.6 25.7 26.4 23.9 27.4 26.5 
Arg@mm.... 79 5.6 7,8 70 7,7 75 
NS. & a a 7.5 8.7 7,6 9.1 7.9 7,9 
Histidin ... 11.5 10,7 10,7 7,2 11.1 10.3 
Comeeh 6 <°& O7 O7 O05 O5 05 06 


Die Verschiebungen sind mit der Abspaltung von Ammoniak, 
die ja fiir die tryptische Verdauung bekannt ist, allein nicht verstandlich. 
Zum Vergleich wurde eine Caseinlésung ohne Enzym 3 Wochen im 
Thermostaten gehalten (wie immer unter Toluol) und vorher und nachher 
analysiert, allerdings war die Bereitung der Lésung etwas anders: 
es wurden 10g in 35ccem n/2 NaOH gelést und auf 100 ccm mit der 
Phosphatlésung aufgefiillt. In die Tabelle sind auBerdem zwei analoge 
Versuche mit OrganeiweiBausziigen aufgenommen, die einer Vor- 
orientierung zu der gleichen Frage im Bereich der Autolyse dienten. 

I, Casein 10 Proz., IT. Nieren von Rind, III. Leber von Rind, beides 
kolierte, zentrifugierte Ausziige mit 100ccm 0,8proz. NaCl-Lésung auf 
75 ¢ frische Organmasse. Dauer bei 37° 3 Wochen. 





I Il il 

Antang SchluB Antang Schluf Anfang SchluB 

Proz Proz Proz. Proz. Proz. Proz 
Se 9.9 10,7 90 10,2 8,1 10.6 
Melanoidin . . 58 24 3.6 42 58 5.7 
en 6. G 58.5 61.0 615 61,2 57.0 55.0 
Trypt. Prol.. . 12,0 13,3 14.5 9,4 9,1 10.5 
Diaminosaure . 24.9 25.5 26,2 24.5 29,2 29.0 
Argmim. ... 6,1 6,7 10.0 7,9 10.8 7.0 
RS eas, @ 7.8 6.5 6.7 5.0 7.0 111 
Histidin ... 10,5 11,4 7,7 9.9 9.9 9.6 
Cyn 6 + es 05 05 1,9 12 14 1.35 
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Die Unterschiede in I zeigen nicht die fiir alle drei Versuche der voran- 
stehenden Tabelle charakteristische Richtung, vor allem in den direkt 
bestimmten Werten, beherrschend ist die starkere Melanoidinbildung in 
der ersten Hydrolyse, sie entspricht einer mehrfach gemachten Beobachtung, 
daB frisch bereitete, konzentriertere Lésungen wie auch Casein in Substanz 
bei der Hydrolyse mit HCl mehr — auch relativ — Melanoidinstickstoff 
ergab. 


Anhang. 


Analysenwerte zu den Abb. 1 bis 6. 
Zu 1 bis 6: erste Zahl unter der Zeitangabe: Milligramm NH,-N in 
leem, zweite Zahl mit Gerbsiure (1: 2cem G.s.) nicht fallbarer N, be- 
stimmt in 0,5 cem, entsprechend '/,cem der Verdauungslésung. 








Nr 0 Std. 1 Std. 16 Stda. 48 Stdn. 6 Tage 9 Tage 
Abb. 1. 
l 0,28 0,62 0,99 1,12 1,16 1,36 
0,12 023 | 036 0,40 — _ 
2 0,24 0.31 0,67 0.80 0,81 0,94 
0.06 0,13 0,26 031 = — 
3 0.15 0,20 0.56 0.67 071 0.81 
0,06 0.07 0.20 0,26 — _- 
Abb. 2. 
1’ 0,53 0.82 1,06 1,15 1,24 157 
0,21 | 0,28 0.37 0,40 —— — 
2’ 041 | O51 0,75 0.88 0,95 1,04 
0,13 0.17 0,28 033, — _- 
3° 0,32 041 0,62 0,77 | 0,84 0,82 
0,13 0,15 0,27 031 — _ 
Abb. 3. 
Nr. 0 Std. 1 Std. 21 Stdn. 70 Stdn. 5 Tage 12 Tage 
l 0,36 0,48 0,94 1.01 117 1,29 
0,14 0,18 0,37 0,40 0.45 0.58 
2 0.35 0,42 0,73 0.87 0,97 1,00 
0,12 0,15 0,32 0,39 0,42 051 
3 0,36 0,35 0.59 0,79 081 — 
0.14 0,13 0,25 0.34 0,41 -—- 
yg 0.43 0,52 0,94 1,07 1,20 1,30 
O13 | 0,18 0,36 0,43 0,46 0,60 
2’ 041 0,42 0,72 0,85 091 113 
0,13 0.14 031 0,41 0,48 0,52 
3’ 0,30 0,32 0.64 0.81 0,88 0,90 
0,13 0,13 0,24 0,35 0,42 0,50 
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Abb. 4. 

Nr. 0 Std. 1/4 Std. 2 Stdn. 22 Stdn. 72 Stdn. 6 Tage 12 Tage 

l 0,23 0,36 0.46 0.74 0.88 1,10 1,25 
0.09 0.18 0.21 0.33 040 041 0,48 

2 0,11 0.17 0.21 044 061 0.75 0,89 
0,08 0,10 0,12 0,24 0.29 0.35 OAl 

3 0,42 0.45 0.47 0.69 0,95 0,96 115 
0.18% 0,21 0,23 0,30 0.35 043 — 

4 0,37 0,37 0.45 0,62 0.82 084 0,90 
0,24 0,23 0,22 0.28 0,32 0,39 — ; 

5 0.44 0.44 0.44 0.57 0.66 0.70 0.82 
0.21 0,23 0.21 0,25 0.27 0.34 os 

6 0,46 0,48 0,52 0.76 0.94 1.04 118 
0,23 0,22 0.23 031 0.37 0.46 ot 

7 0,43 0,49 0.55 071 0.85 0.85 0.90 
0,21 0.21 0.21 0,26 0.33 0.38 on 

8 041 041 041 0.57 0.65 0,68 0.86 
0,23 0,22 0,20 0,25 0.28 0.35 — 


Zu Abb. 5 und 6: 


Die Zahlen der ersten Kolumne entsprechen den 
Riickstanden der Dialysate, da der Wechsel der AuBenfliissigkeit morgens 
und abends vorgenommen wurde, sind die Abstiinde nicht 12 und 12, 
sondern etwa 10 und 14 Stunden, die Prozentwerte der zweiten Kolumne 
sind darum nach den 24stiindizen Werten errechnet. 





0.581 
0,816 
1,364 
1,123 
1,300 
1,363 
1,096 
0,793 
0,734 
0,697 
0,949 
0,605 


12,1911 


Proz 


1,473 
1,215 
1,796 
0,933 
1,134 
0.661 
0,825 
0,404 
0,512 
0,186 
0,460 
0.336 
3,1883 


Vi 

- iin 

+ 1,469 
+ 1,201 
+ 1,484 
+ 0.889 
+ 0,767 
+ 0434 
+ 0,241 


+. 0,278 
+ 0475 
+ 0.186 
+ 0361 
+ 0,292 


+ 2,9682 


Proz. 


2 7 


Binnenwert 
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Prozentige N-Verteilung: 


Vv 














Dialysat ..... 1,2 3, 4 5, 6 7, 8 9, 10, 11, 12 Innen 
ee ee 1,397 2457 2,663 1,889 2,986 12,191 
SS aw 6.2 7,1 if 55 8.0 4.6 
Melanoidin . . 3.0 2.3 1,0 1,4 2.8 14 
ee ee 57 57.6 65 65.8 66 73 
Trypt. Prol.. 10 — 10,3 14,1 11,9 7,5 
Diaminosaure ,. 34 33 27 26.9 23.3 22.7 
Arginin. ... 10,0 10.9 5.9 75 54 6.1 
SS See 8,7 10.7 9,2 73 11,0 9.7 
baer 05 05 03 04 03 08 
Histidin 15,2 10,9 11,6 11,7 6.6 7.0 
VI 
Dielyest . » ses 1 2 3 4, 5 6, 7, 8 9—12 Innen 
Sabetems 2.36 st 2,942 2,416 3,280 2,394 2,843 2,809 6,156 
| Se 7,2 6,7 7,1 6.8 64 7,5 9.1 
Melanoidin . . 2.5 24 22 2,1 1.4 17 28 
Oe eee 64 63 66 65.6 65.5 65 75.2 
Trypt. Prol.. 8,1 49 12,7 12.0 12,2 20,3 20.5 
Diaminosaure . 27 28 24 26 27 25 2.8 
Aremin ... 7,4 8,7 4.6 7,8 9,5 8,0 2,5 
ren 4 se 11.4 11,8 12.9 11,7 13,7 58 15 
Comme «a + « O4 O4 0.2 05 0.5 05 07 
Histidin ... 74 74 65 5,5 3,0 10,9 8,1 
Hydrolysenwerte von 
Casein Pankreatin in Substanz 

J “2S ae 9.6 96 — 

Melanoidin ... 5,7 64 —- 

Monoaminosiiure. . . . 62.6 565 — 

Trypt. Prol. . ‘ 10,4 10,2 — 

Diaminoséure .... 22.8 28 — 

Arginin . ' . 59 14.9 — 

Cystm... . ; 0.4 1,0 — 

Lysin , ak athe Soul 9.0 4.9 

Histidin. ... ‘ , 7.6 7,2 — 














Uber die Bildung von Acetylmethylearbinol und 2,3-Butylen- 
glykol im Stoffwechsel der Hefe. 


Ven 
A. J. Kluyver, H. J. L. Donker und F. Visser ’t Hooft. 


(Aus Cem Labcratcrium fiir Mikrobiologie Cer Technischen Hochschule 
zu Delft, Holland.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1925.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


I. 

Vor einiger Zeit haben zwei von uns (Kluyver und Donker) in 
einer vorlaufigen Mitteilung') iiber ein neu aufgestelltes Schema be- 
richtet, das geeignet ist, eine zusammenfassende Ubersicht von den 
Reaktionen zu geben, welche sich bei der dissimilatorischen Spaltung 
von Zucker durch Vertreter der verschiedensten Mikrobengruppen 
abspielen. In einer zweiten Abhandlung sind diese Betrachtungen 
zu einer allgemeinen Theorie des Chemismus der Dissimilationsprozesse 
erweitert worden*). Hier wird auf diese allgemeinen Ansichten nicht 
naiher eingegangen werden, was sich um so mehr eriibrigt, da hoffentlich 
bald eine ausgearbeitete Darstellung dieser Theorie in deutscher Sprache 
erscheinen wird. 

Nur muf hier hervorgehoben werden, daB das aufgestellte Schema 
sich in erster Stelle griindet auf den von Carl Neuberg und seinen Mit- 
arbeitern gelieferten, tiberaus wichtigen Nachweis, da bei den ver- 
schiedenen Zuckergirungen primar die gleichen Spaltungen auftreten, 
und daB die beobachteten Unterschiede in den Garungsprodukten nur 
auf Unterschiede in den sekundiren Umwandiungen der primiren 
Spaltungsprodukte zuriickzufiihren sind. In der aufgestellten Theorie 
ist zum erstenmal versucht worden, die von Wieland fiir die aeroben 
Atmungsprozesse aufgestellte Dehydrierungstheorie konsequent auf 
die anaeroben Dissimilationsprozesse durchzufiihren. Indem weiter 


1) A. J. Kluyver und H. J. L. Donker, Versiagen Kon. Akad. v. Wet. 
te Amsterdam 33, 895, 1924. 
2) Dieselben, ebendaselbst 34, 237. 1925. 








362 A. J. Kluyver, H. J. L. Donker u. F. Visser ’t Hooft. 


darauf hingewiesen wurde, welche Vorteile sich aus einem Zu- 
sammenbringen der Wielandschen und Warburgschen Ansichten iiber 
den Chemismus der aeroben Atmungsprozesse ergeben, hat sich eine 
iiberraschende Einheitlichkeit in den aeroben und anaeroben Atmungs- 
vorgangen herausgestellt. Das Wesentliche in der Theorie ist, daB alle 
Teilprozesse bei der Zuckerzersetzung nichts anderes sind als gekuppelte 
Dehydrierungs- und Hydrierungsvorgange. 

Fiir die alkoholische Giairung nehmen wir im Anschlu8 an die 
Ausfiihrungen Neubergs an, daB die Bildung von Alkohol resultiert 
aus einer Dehydrierung von Methylglyoxalhydrat, wobei normaler- 
weise Acetaldehyd als Wasserstoffakzeptor auftritt und dabei in 
Alkohol iibergefiihrt wird. 

Wihrend Neuberg diesen Vorgang als eine gemischte Cannizzaro- 
umlagerung deutet, glauben wir jedoch, daB die mehr allgemeine 
Formulierung dieses Prozesses als gekoppelte Dehydrierung und Hy- 
drierung den Vorzug verdient. Also: 


OH OH 

CH,COC —OH + Akzeptor + CH,COC Q 7+ Akzeptorwasserstoff 
H 
OH 


+ cH,c<4 + co,. 


CH,COC -- 


O 


Normalerweise ist der in der ersten Gleichung auftretende Akzeptor 
Acetaldehyd, wobei dieser in Athylalkohol iibergefiihrt wird. 

Diese Formulierung gewahrt nun aber sofort einen Einblick in 
die Folgen einer Zufiigung anderer Wasserstoffakzeptoren wahrend der 
Zuckervergirung. Obgleich Neuberg fiir die reduzierende Wirkung 
von in Garung versetzten Zuckerlésungen auf die verschiedensten Sub- 
stanzen die glinzendsten experimentellen Beweise beigebracht hat (man 
sehe seine bekannten Arbeiten iiber ,,Phytochemische Reduktionen‘), 
waren bis jetzt die Konsequenzen eines derartigen Eingriffs in den 
normalen Garungsvorgang auf die Umwandlungen des Zuckermolekiils 
noch ziemlich im Dunklen geblieben. Das aufgestellte Schema berech- 
tigte nun sofort zu dem SchluB, daB diese Zufiigung von Wasserstoff- 
akzeptoren, welche einen Teil des normalerweise vom Acetaldehyd 
akzeptierten Wasserstoffs abfangen werden, primar zur Entstehung 
von dquivalenten Quantitaéten Acetaldehyds fiihren muBte. 

Nun haben Neuberg und Reinfurth') vor einiger Zeit auch dargetan, 
da8B Zufiigung von Acetaldehyd als solchem zu einer girenden Zucker- 
lésung zur Folge hat, daB der Aldehyd nahezu quantitativ in Acetyl- 
methylearbinol (= Acyloin = Dimethylketol) tibergefiihrt wird. 


1) C. Neuberg und E. Reinjurth, diese Zeitschr. 143, 553, 1923. 
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Unter diesen Umstanden konnte es kaum einem Zweifel unterliegen, 
daB in den Fallen, wo absichtlich eine als Wasserstoffakzeptor geeignete 
Substanz in das Giarungsmedium zugesetzt wiirde, auch die Bildung 
von Acetylmethylearbinol direkt aus dem Zucker nachzuweisen sein 
wiirde. 

Wie wir in einer am 30. November des vorigen Jahres der ,, Konink- 
lijkke Akademie van Wetenschappen te Amsterdam vorgelegten Mit- 
teilung angefiihrt haben, haben unsere Versuche die obengenannte 
Erwartung durchaus bestatigt. Nur muB8 hier bemerkt werden, daB 
man bei diesen Versuchen einer Komplikation Rechnung tragen muB. 
Das Acetylmethylearbinol kann namlich auch selbst als Wasserstoff- 
akzeptor auftreten, wobei es in 2, 3-Butylenglykol iibergefiihrt wird, 
nach der Gleichung: 

CH,COCHOHCH, + 2H— CH,CHOHCHOHCH,, 


Diese Umsetzung wird in den Fillen auftreten, wo das primar 
gebildete Carbinol nicht von einem UberschuB eines anderen geeigneten 
Wasserstoffakzeptors geschiitzt wird. 

Es muB hervorgehoben werden, da8 die Bildung von Acetylmethyl- 
earbinol und von 2, 3-Butylenglykol aus Zucker (in Quantititen bis zu 
20 Proz. des zersetzten Zuckers) schon 1906 von Harden und Walpole bei 
der normalen Zuckervergiérung durch B. lactis aerogenes nachgewiesen worden 
ist '); spater haben Harden und seine Mitarbeiter das Auftreten dieser Produkte 
auch schon durch eine Kondensation von intermediar gebildetem Acet- 
aldehyd zu Acetylmethylearbinol und nachherige Reduktion dieser Sub- 
stanz zu 2, 3-Butylenglykol erklart?). Auch Lemoigne hat in einer Reihe 
von Veréffentlichungen das Auftreten der beiden genannten Substanzen 
im Stoffwechsel verschiedener Bakterien dargetan®*). 

Fir die alkoholische Garung war jedoch die direkte Entstehung 
von Acetylmethylearbinol aus Zucker (also nicht aus hinzugefiigtem 
Acetaldehyd) noch nicht nachgewiesen worden, wahrend auch iiber 
die Bildung von 2,3-Butylenglykol bei der alkoholischen Zucker- 
vergirung noch gar keine Angaben vorhanden waren. Nur darf nicht 
unerwahnt bleiben, daB einige altere franzésische Chemiker iiber das 


Vorkommen von Isobutylenglykol [¢ E>C OHCH,0O H| unter den 
ag 


Produkten der alkoholischen Garung berichtet haben. Wie auch von 
Harden schon bemerkt wurde, ist es durchaus wahrscheinlich, daB 
hier in Wirklichkeit 2, 3-Butylenglykol vorgelegen hat. 


1) A. Harden and G. S. Walpole, Proc. Roy. Soc., Ser. B., 77, 399, 1906. 

*) A. Harden and D. Norris, ebendaselbst 84, 492, 1912. 

3) M. Lemoigne, Ann. de I’Inst. Pasteur 27, 856, 1913; C. r. de la Soc. 
de Biol. 82, 984, 1919; 88, 336, 1920; C. r. de Acad. de Se. 177, 652, 1923; 
C.r. de la Soc. de Biol. 88, 467, 1923. ; 
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Die Méglichkeit, kleine Mengen Acetylmethylearbinol und 2, 3-Bu- 
tylenglykol nachzuweisen, war nun vorhanden, seitdem Lemoigne eine 
durchaus spezifische Reaktion dafiir angegeben hat'). Das Prinzip 
der Lemoigneschen Methode ist, da man das Acetylmethylearbinol 
durch vorsichtige Oxydation mittels Ferrichlorid in das leicht fliichtige 
Diacetyl tiberfiihit. Diese letzte Substanz wird dann tiberdestilliert 
und im Destillat durch Einwirkung von Hydroxylamin und Nickel- 
chlorid bei Anwesenheit von Ammoniak in das charakteristische Nickel- 
dimethylglyoxim umgesetzt. Das 2, 3-Butylenglykol wird von Ferri- 
chlorid nicht angegriffen, jedoch wohl von einem kraftigeren Oxydations- 
mittel, wie Brom, wobei es ebenfalls fiir einen ansehnlichen Teil in 
Diacetyl verwandelt wird, das dann wieder auf die eben auseinander- 
gesetzte Weise nachgewiesen werden kann. 

Es braucht kaum hervorgehoben zu werden, da diese Reaktion 
den Vorzug verdient vor allen anderen Verfahren, die bis jetzt fiir 
den Nachweis der genannten Kérper vorgeschlagen sind. So ist die 
wohl benutzte Eigenschaft des Acetylmethylearbinols, Fehlingsche 
Lésung zu reduzieren, durchaus unspezifisch, wahrend die Bereitung 
des Osazons nur ausfiihrbar ist, wenn gréBere Quantititen vorliegen. 
Der Nachweis des 2, 3-Butylenglykols in kleinen Mengen ist sogar 
auf andere Weise kaum médglich. 

Wahrend diese Lemoignesche Methode gute Resultate gibt in 
den Fallen, wo die genannten Substanzen in reinen wasserigen Lésungen 
vorliegen, haben wir uns gezwungen gesehen, die Ausfiihrung der 
Methode mit Beibehaltung des Prinzips einigermaBen abzuandern in 
der Weise, daB es méglich wird, die erwilhnten Oxydationen direkt 
im Garungsmedium vorzunehmen. 

Nachdem wir zuerst die benutzte Methode beschrieben haben, 
werden wir dazu iibergehen, die Ergebnisse wiederzugeben, zu denen 
das Studium der Bedingungen des Auftretens von Acetylmethyl- 
carbinol und 2, 3-Butylenglykol im Stoffwechsel der Hefe gefiihrt hat. 


Il. Die benutzte Methode zum Nachweis von Acetylmethylearbinol und 
2, 3-Butylenglykol. 

Auf Grund zahlreicher Versuche haben wir die unten folgende 
Vorschrift zum Nachweis von Acetylmethylearbinol und 2, 3-Butylen- 
glvkol ausgearbeitet, wobei, wie schon gesagt, das von Lemoigne an- 
gegebene Prinzip beibehalten ist. 

Wenn eiweiBreiche Fliissigkeiten, wie z. B. mit Mazerationssaft ver- 
gorene Zuckerlésungen untersucht werden sollen, empfiehlt es sich, den 
gréBten Teil der Eiwei®stoffe zu entfernen, indem man dieselben durch 


1) M. Lemoigne, Ann. de l'Inst. Pasteur 27, 856, 1913; C. r. de ’Acad. 
de Se. 170, 131, 1920. 
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vorsichtiges kurzes Aufkochen der Fliissigkeit, koagulieren laBt und sie 
eann entweder durch Filtrieren oder durch Zentrifugieren ausscheidet. 

Fiir die Untersuchung pipettiere man etwa 15 cem in einen Jenarund- 
kolben von 300 cem Inhalt. | Besonders wenn Fliissigkeiten mit groBem 
Gehalt an organischen Substanzen vorliegen, soll diese Quantitaét nicht 
iiberschritten werden, ohne zu gleicher Zeit auch die Quantitiéten der an- 
gewandten Reagenzien zuerhéhen, Hierauf werden 10 cem 20 proz. wiisseriger 
Ferrichloridlésung zugefiigt. Wir haben nun weiter festgestellt, daB die 
Oxydation des Acetylmethylearbinols am besten vor sich geht, wenn das 
Medium schwach sauer ist. Daher fiigen wir immer | cem n/2 Essigsiure 
zu, wenn das Medium neutral ist, oder gegebenenfalls so viel mehr als nétig 
ist, um diesen Saiuregrad zu bekommen. Nachdem ein Stiickchen Bimsstein, 
und, wenn zu erwarten ist, daB die Fliissigkeit schtumen wird, 2 Tropfen 
reiner Olséure in den Kolben gebracht sind, werden langsam 10 ccm in ein 
teagenzglas abdestilliert. Im Destillat wird folgenderweise auf die Anwesen- 
heit von Diacetyl gepriift. 

Zuerst wird die Fiiissigkeit mit gesiittigter Sodalisung genau auf 
Lackmus neutralisiert, wobei eia UberschuB angstlichst vermieden wird, 
weil das Diacety! in alkalischer Lésung leicht Umwandlungen unterliegt. 
Hierauf wird 1 cem einer 20proz. wisserigen Lésung von salzsaurem 
Hydroxylamin und 2ccm einer 20proz. wisserigen Natriumacetatlésung 
zugefiigt und dann die Fliissigkeit eine kurze Zeit aufgekocht. Hierbei wird 
das Diacety] in das Dimethylglvoxim verwandelt. Jetzt fiigt man 5 Tropfen 
einer lO proz, wisserigen Nickelchloridlésung zu und kocht abermals auf. 
Wenn viel Diacety!l vorhanden ist, fallt das Nickeldimethylglvoxim schon 
wahrend des Aufkochens in den bekannten roten Nadeln aus. Tritt dies 
richt ein, so wird unter dem Wasserhahn abgekiihit, wobei noch 6fters 
ein Niederschlag entsteht. 

Der. Unterschied von der Lemoigneschen Vorschrift ist vor allem 
darin gelegen, daB wir sowohl die Kondensation des Diacetyls mit dem 
Hydroxylamin, wie auch die Bildung des Nickelsalzes des Dimethylglvoxims 
in stark gepufferter Natriumacetatlésung vornehmen. Lemoigne dagegen 
benutzt statt Natriumacetat Ammoniak, was wir nicht empfehlen kénnen, 
da bei Einwirkung von Ammoniak auf Diacetyl ebenfalls Kondensation 
eintritt. In der ersten Zeit, als wir noch nach der urspriinglichen Vorschrift 
arbeiteten, haben wir sogar éfters konstatiert, daB einmal gebildetes Nickel- 
dimethylglvoxim nach dem Umschiitteln und Aufkochen der Fliissigkeit 
wieder verschwand. 

Wenn die zu untersuchende Fliissigkeit viel Acetylmethylearbinol 
enthalt, wird die Destillation so lange fortgesetzt, bis das Destillat keine 
Reaktion auf Diacetyl mehr gibt, wozu immer 10 cem Wasser in den Kolben 
zugesetzt und hierauf wieder 10 cem abdestilliert weraon. 

Nachdem auf diese Weise alles Acetylmethylearbinol entfernt worden 
ist, eignet sich der Riickstand fiir die Priifung auf die Anwesenheit von 
2, 3-Butylenglykol, das, wie schon bemerkt, mittels Brom ebenfalls zu 
Diacetyl oxydiert wird. Wir stieBen bei unseren diesbeziiglichen Versuchen 
jedoch auf die merkwiirdige Tatsache, daB8 reines 2, 3-Butylenglykol 
isoliert aus einer mit B. aerogenes angestellten Zuckervergarung in 
wiisseriger Lésung entweder gar nicht von Brom angegriffen wird oder doch 
nicht in Diacety! iibergefiihrt wird. Wohl gelang die Oxydation, und zwar 
in guter Ausbeute, wenn vorher eine geniigende Menge Ferrichlorid zu- 
gesetzt worden war. Offenbar ist also das Ferrisalz ein upentbehrlicher 
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Katalysator fiir die Bromoxydation'). Juaher empfiehlt es sich, die Unter- 
suchung immer nur im Riickstand der auf Acetylmethylearbinol in der 
beschriebenen Weise gepriiften Fliissigkeit auszufiihren, was um so mehr 
geboten ist, weil das Carbinol entfernt sein soll, bevor auf die Anwesenheit 
von 2, 3-Butylenglykol geschlossen werden darf. 

Wahrend nun die Oxydation des 2, 3-Butylenglykols mittels Brom 
und Ferrichlorid in reiner wisseriger Lésung sehr gut verlauft, ergeben sich 
Se@bwierigkeiten, wenn die zu priifende Lésung noch merkliche Quantitaten 
unvergorener Zucker oder sonstiger organischer Substanzen enthalt, denn 
das Brom wird auch auf diese Substanzen oxydierend wirken, wobei Brom- 
wasserstoff in groBer Konzentration gebildet wird. Diese starke Saure- 
konzentration wirkt entweder hemmend auf die Oxydation des 2, 3-Butylen- 
glykols oder ist Ursache, da8 der nachtriagliche Nachweis des Diacetyls im 
Destillat fehl schlagt. Wir haben diese Schwierigkeit iiberwunden, indem 
wir die Bromoxydation immer in Gegenwart einer gr6Beren Menge Natrium- 
acetats vornehmen, Die hieraus vom Bromwasserstoff gebildete Essigsiiure 
stért noch bei der Oxydation noch nach Neutralisation mit Sodalésung beim 
Nachweis des Diacetyls. 

Hieraus ergibt sich die folgende Arbeitsweise. Die bei der Priifung 
auf Acetylmethylearbinol zuriickgebliebene abdestillierte Fliissigkeit wird 
mit 2 cem Brom und 3 g festem Natriumacetat 20 Minuten am Riickfluf- 
kiihler auf einem kochenden Wasserbade erhitzt, wobei auf eine intersive 
Kiihlung acht zu geben ist. Hierauf wird der Kolbeninhalt auf Zimmer- 
temperatur abgekiihlt und der Uberschu8 des Broms nach AbgieBen des 
noch vorhandenen fliissigen Broms genau mit einer konzentrierten Lésung 
von Natriumthiosulfat fortgenommen, was durch Tiipfelung unter An- 
wendung eines feuchten Jodkaliumstairkepapiers festzustellen ist. Dann 
werden wiederum langsam 10 ccm abdestilliert und das Destillat abermals 
auf die beschriebene Weise auf die Anwesenheit von Diacetyl gepriift. 


Ill. Die Versuche beziiglich der Bildung von Acetylmethylearbinol und 
2, 3-Butylenglykol durch Hefe. 
A. Versuche mit PreBheje. 

Um die Ubersicht zu erleichtern, haben wir die Ergebnisse unserer 
unter diese Aufschrift fallenden Versuche in Tabelle A zusammen- 
gefaBt, welche wohl keiner naheren Erlauterung bedarf®*). 

Wie wir in I. auseinander gesetzt haben, war die direkte Anleitung 
unserer Versuche die Wahrscheinlichkeit, daB Zufiigung von Wasser- 
stoffakzeptoren zu girenden Glucoselésungen zur Bildung entweder 
von Acetylmethylearbinol oder von 2, 3-Butylenglyko] fiihren wiirde. 

Um die Richtigkeit dieser Hypothese zu priifen, vergoren wir 
eine Methylenblau oder Schwefel enthaltende Glucoselésung mit Preb- 


1) Harden, der zuerst die Oxydation von 2, 3-Butylenglykol zu Diacetyl 
zur Identifizierung der erstgenannten Substanz vorschlug, benutzte keine 
Eisensalze, doch berichtet er, daB8 die Oxydation nur mit Hilfe des 
Sonnenlichtes auf lange Dauer erfolgreich vorzunehmen ist. 

*) Die Tabellen geben nur einen Auszug aus den Versuchsprvtokollen 
wieder; alle Versuche sind mehrfach wiederholt worden. 
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hefe. Die benutzte PreBhefe war die sogenannte ,,Koningsgist’’ der 
.,.Nederlandsche Gist- en Spiritusfabriek“* zu Delft. Die Hefe erwies 
sich als sehr rein, und indem wir die Versuchsdauer auf 3 Stunden 
beschriankten, hatten wir die GewiBheit, daB eine eventuelle Bildung 
der genannten Substanzen der Hefe selber und nicht eventuell ver- 
unreinigenden Organismen zugeschrieben werden muBte. 


Tabelle A. 
Versuche mit PreBhefe auf kurze Dauer. 
Bei allen Versuchen wurden 3g PreBhefe und 30 cem Wasser oder 10 proz. 
wisserige Zuckerlésung benutzt. Versuchstemperatur 30°C. 





Zugefiigter Versuchss Acetyl. 2, 3. 
Nr. Versuch Wasserstoff- dauer methyl- Butylen- 
7 akzeptor Stunden ‘atbinol | glykol 
1 PreBhefe A in Wasser... . — 3 nm sa 
2 PreBhefe A in Glucoselésung — 3 — Spur 
3 PreBhefe A in Fructoselésung — 3 — 4. 4 
4 PreBhefe A in Glucoselésung ed 3 - ++ 
5 PreBhefe A in Glucoselésung 3 Proz. Schwefel 3 ~— + + 
6 PreBhefe A in Wasser... . Kraft. Aeration 3 — Spur 
7  PreBhefe A in Glucoselésung a z 3 — oho fe 
8  PreBhefe B in Wasser .... — 0 Spur i 
9 PreBhefe B in Glucoselésung Kraft. Aeration 3 - oe 
10 PreBhefe B in Glucoselésung 
+ Earn Maden Gk 6.4 4 + * — 4 — +4 
. | PreBhefe C und D in Wasser — 0 — Spur 
13 | 
14 ‘PreBhefe E, F, G in Wasser . — 0 — — 
15 


Die Ergebnisse entsprachen véllig unseren Erwartungen, denn es 
zeigte sich, daB nach der genannten Frist in den mit Methylenblau 
oder mit Schwefel versetzten Glucoselésungen eine merkliche Menge 
von 2, 3-Butylenglykol gebildet worden war (Versuche 4 und 5 der 
Tabelle A). 

Selbstverstandlich wurde neben diesen mehrfach wiederholten 
Versuchen nachgegangen, inwieweit auch bei Vergarung von Glucose 
ohne Wasserstoffakzeptorenzusatz unter den genannten Bedingungen 
Acetylmethylearbinol oder 2, 3-Butylenglykol entsteht. In der Tat 
zeigte es sich, daf auch bei der normalen Glucosevergairung immer 
2, 3-Butylenglykol nachzuweisen ist'), wenn auch die gebildete Menge 


1) In unserer oben zitierten vorlaufigen Mitteilung haben wir berichtet, 
daB die Reaktion auf 2, 3-Butylenglykol fiir die reine Glucoselésung véllig 
negativ war. Dieser Widerspruch findet seine Erklirung darin, daB wir 
damals noch nach der urspriinglichen Lemoigneschen Vorschrift arbeiteten, 
wobei, wie wir in IT auseinandersetzten, leicht Stérungen auftreten. 
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sehr zuriicksteht im Vergleich mit den Mengen, welche beim Zusatz 
von den Wasserstoffakzeptoren entstehen (Versuch 2). 

Es schien uns nun angebracht festzustellen, wie Fructose sich 
in dieser Hinsicht verhiclt. Die Tatsache, daB diese Zuckerart von 
verschiedenen Vertretern der Gruppe der wahren Milchsaiurebakterien 
fiir einen nicht unbetrachtlichen Teil zu Mannit reduziert wird, lie’ 
es wahrscheinlich erscheinen, das Fructose im Gegensatz zu Glucose 
auch bei der alkoholischen Garung selbst eine wasserstoffakzeptierende 
Wirkung entfalten kénnte. In diesem Falle diirfte man erwarten, dal 
bei Vergarung von Fructose ohne jeden Zusatz schon eine merkliche 
Acetylmethylearbinol- bzw. 2, 3-Butylenglykolbildung auftreten wiirde. 
Wie aus Versuch 3 der Tabelle A hervorgeht, wurde diese Vermutung 
durchaus bestiatigt. Weil es uns trotz vieler Miihe nicht gelungen ist. 
die Bildung von Mannit festzustellen, ist es, auch auf Grund theoretischer 
Uberlegungen, worauf hier nicht naher eingegangen werden kann 
wahrscheinlich, daB es nicht die Fructose an sich, sondern ein aus ihr 
gebildetes Spaltungsprodukt ist, welches in diesem Falle die Akzeptor- 
wirkung ausiibt. Es ist uns noch nicht gelungen, dieses Spaltungs- 
produkt zu identifizieren (vgl. auch die diesbeziiglichen Versuche 
unter B.). 

Auf Grund der vorhergehenden Ergebnisse war nun zu erwarten, 
daB auch der Luftsauerstoff, der fiir viele aerobe Organismen den 
einzigen geniigend kriiftigen Akzeptor bildet, imstande sein wiirde, 
bei der alkoholischen Garung als Wasserstoffakzeptor aufzutreten. 
Tatsachlich erwies sich nun eine kraftige Liiftung einer girenden 
Glucoselésung als ein durchaus geeignetes Mitte], um die 2, 3-Butylen- 
glykolbildung zu erzwingen (Versuche 7 und 9). 

SchlieBlich war zu erwarten, dab bei Vergarung der Glucose 
im alkalischen Medium (Neubergs dritte Vergirungsform) Butylen- 
glykolbildung auftreten wiirde. Die im Vordergrunde stehende Um- 
lagerung des Acetaldehyds in Alkohol und Essigsiure wird wohl nicht 
so glatt vor sich gehen, daBb auch nicht ein Teil des Acetaldehyds der 
Kondensation unterliegt. Auch diese Erwartung hat sich erfiillt 
(Versuch 10). 

Beim Anfang der oben beschriebenen Versuche hatten wir uns 
davon tiberzeugt, daB die benutzte Hefe an sich weder Acetylmethy!- 
carbinol noch 2, 3-Butylenglyko] enthielt (Versuch 1). Als wir dieses 
Ergebnis spiter noch einmal nachpriiften, erhielten wir das unerwartete 
Resultat, daB die zweite Hefenprobe eine deutlich nachweisbare Menge 
Butylenglykol und sogar eine Spur Acetylmethylearbinol enthielt 
(Versuch 8). 

Eine Erweiterung dieser Versuche auf eine groBe Anzahl Hefen- 
muster ergab nun, da8 in der Tat einzelne Muster deutlich Butylen- 
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glykol enthielten, andere dagegen zweifellos negative Reaktionen gaben. 
Da wir diese Muster einer Hefenfabrik verdankten, worin sehr ver- 
schiedene Rohstoffe nach verschiedenen Verfahren auf Hefe ver- 
arbeitet werden, ist es nachtriglich durchaus verstindlich, daB wir 
auf diese auseinandergehenden Resultate stieBen (Versuche 11 bis 15). 

Wichtig ist also die Tatsache, daB man bei allen Versuchen iiber 
Acetylmethylearbinol- und Butylenglykolbildung durch Hefe das 
benutzte Hefenmaterial, wie auch den eventuell benutzten Mazerations- 
saft oder Hefenextrakt zuerst auf die genannten Substanzen zu 


priifen hat. 


B. Versuche mit Mazerationssafjt. 


Es schien uns nun von Bedeutung, die Versuche auszudehnen 
auf die Vergarung von Zucker durch den Lebedewschen Mazerationssaft. 
Weil hier ein mehr direkter Kontakt des wasserstoffaktivierenden 
Agens mit den zugefiigten Wasserstoffakzeptoren in hoher Konzen- 
tration eintritt, war hier ein kriftiges Wasserstoffabfangen und dem- 
nach auch eine kraftige Acetylmethylearbinol- oder Butylenglykol- 
bildung zu erwarten. 

Der benutzte Mazerationssaft war genau nach den Angaben 
Lebedews aus einer Trockenhefe bereitet, die wir durch Trocknung 
einer uns von der Bierbrauerei ,,d’Oranjeboom” zu Rotterdam freund- 
lichst tiberlassenen Bierunterhefe erhielten. 

Es stellte sich heraus, da die zu verschiedenen Daten bereiteten 
Mazerationssifte in ihren Eigenschaften deutliche Unterschiede auf 
wiesen. So war Mazerationssaft A dadurch gekennzeichnet, daB er 
schon an sich deutliche Mengen Butylenglykol enthielt (Versuch 16). 
Wir sind geneigt, dies dem Umstande zuzuschreiben, daB die verarbeitete 
Bierhefe eine merkliche Quantitaét Glykogen enthielt, aus welcher 
Substanz das Butylenglykol bei der deutlich wahrnehmbaren Selbst- 
girung wihrend der Mazeration gebildet wurde. 

Fiir Versuche iiber die Bildung von Acetylmethylearbinol und 
2, 3-Butylenglykol war also dieser Saft unbrauchbar. Die aus weiteren 
Hefensendungen bereiteten Mazerationssifte zeigten nun eine sehr 
merkwiirdige Erscheinung, die sie ebenfalls fiir unseren Zweck unbrauch- 
bar machten und woriiber wir hier kurz berichten méchten. Es zeigte 
sich namlich, daB der Mazerationssaft, welcher Glucose in 10proz. 
Lésung sofort kraftig vergor, in den ersten 5 bis 8 Stunden Fructose 
in gleich starker Lésung gar nicht angriff. Nach diesem Zeitverlauf 
trat dann aber auch rasche Vergirung ein. Weil man immer angegeben 
findet, daB Fructose von lebender Hefe, wie insbesondere auch von 
Mazerationssaft rascher vergoren wird wie Glucose, haben wir zuerst 
gemeint, daB die von uns benutzte Fructose irgend eine hemmende 
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Tabelle B. 
Versuche mit Mazerationssaft. 
Bei allen Versuchen wurden 16 ccm Mazerationssaft benutzt, wozu eventuell 
10 Proz. Zucker zugefiigt wurden. Versuchstemperatur 30°C. 





Mazcras , Zugetiigter Versuchs- Acetyl. 2, 3 

Nr stenenalt Benutzte Zucker Wasserstoff- dauer methyl+ Butylen- 
akzeptor Stunden carbinol glykol 
16 A — -- 3 — 
17 I — — 5 — ~ 
18 B Crlucose —- 5 — — 
19 B Fructose — 5 - Spur 
20 ( — —- 2 —_ — 
21 ( — 4 — Spur 
22 ( Glucose — 2 Spur — 
23 & Fructose — 2 : —- 
24 C Glucose 4 Spur - 
25 ( Fructose -- 4 — 
26 ( Glucose Methylenblau 2 — 
oT ( 5 proz. Dioxyaceton _ 3 a a 
5 proz. Glucose 

28 eS Dioxyaceton en 3 — —_ 
29 6 — Kratt. Aeration 2 — 
30 Cc Glucose “ 2 — — 


oder giftige Substanz enthielt. Wir haben die Versuche deshalb wieder- 
holt mit Fructose sehr verschiedener Provenienz, doch dabei immer 
dasselbe Resultat erhalten. 

Nun ist das Auftreten einer derartigen ,,Induktionszeit*’ bei Gar 
versuchen mit Mazerationssaft in der Literatur schon mehrmals beschrieber. 
Wir erinnern hier nur an die Beobachtungen Meyerhofs'), der zeigte, 
daB die Induktionszeit sehr verlangert wird durch Zusatz von Phosphaten 
in das Garungsmedium. Dabei ist jedoch zu erwahnen, daB Meyerho/ 
angibt, daB Glucose und Fructose sich in dieser Hinsicht ziemlich gleich 
verhalten. Nur Saccharose zeigte meistens eine bedeutend kiirzere Induktions- 
zeit. Besonders bemerkenswert ist die von uns beobachtete lange Induktions- 
zeit der Fructose angesichts der Resultate von Euler, Ohlsen und Johansson *), 
welche bei bestimmten Trockenhefen, die nicht zur Kohlensaéurebildurg 
befahigt waren, eine Hemmung der Umwandlung des Zuckers in die ver- 
esterbare Form feststellten, und zwar nur bei Glucose und Mannose, nicht 
bei Fructose. Euler und seine Mitarbeiter sind geneigt, diese Resultate 
derart zu deuten, daB die beiden erstgenannten Zucker bei der Vergirunyg 
zuerst in eine der Fructose sehr nahestehende Hexose verwandelt werder. 
Die von uns festgestellten Tatsachen zeigen nun, da8 diese Erklarung 
jedenfalls keine allgemeine Giiltigkeit besitzt, doch sind wir nicht imstande., 
eine mehr befriedigende Erklirung der beobachteten Erscheinungen zu 
geben. Wir wollen nur noch bemerken, da8 Mazerationssaft aus einer 
Trockenhefe, welche einer von uns (Visser ’t Hooft) wahrend eines kurzen 
Aufeathaltes in dem Institut fiir Giarungsgewerbe durch die freundliche 
Vermittlung von Dr. M. Haehn aus Unterhefe der Schultheissbrauerei 
bereitete, sich in ebenso anomaler Weise der Fructose gegeniiber verhielt 


) O. Meyerhof. Zeitschr. f. physiol. Chem, 102, 185, 1918. 
2) H. Euler, Ohlsen und Johansson, diese Zeitschr. 84, 403, 1917. 
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Inz wischen war es uns gelungen, durch Verarbeitung neuer Sen- 
dungen Bierunterhefe der Brauerei ,,d’Oranjeboom* ganz normale 
Mazerationssafte zu bekommen, die auch frei von Acet ylmethylearbinol 
und Butylenglykol (Versuch 17) waren. 

Besonders Mazerationssaft C zeichnete sich durch auberordentlich 
starke Girkraft aus. Bemerkenswert dabei ist, da} wihrend einer 
Inkubation von 4 Stunden (nicht aber von 2 Stunden) eine Spur 
Butylenglykol im Blankoversuch gebildet wurde (Versuche 20 und 21). 

Sowohl mit Mazerationssaft B wie mit Saft C haben wir die mit 
lebender Hefe erhaltenen Resultate nachgepriift. Wie aus Tabelle B 
ersichtlich ist (Versuche 18, 19, 22, 23 und 25), kamen wir auch hier 
zu dem Resultat, daf Fructose eine Wasserstoffakzeptorwirkung zeigt, 
indem sich deutliche Mengen Acetylmethylearbinol bilden. Das gleiche 
gilt auch fiir Methylenblau bei der Glucosevergiirung (Versuch 26). 
Ein Vergleich mit den Ergebnissen der mit lebender Hefe vergorenen 
Zuckerlésungen lehrt, da®B insofern ein Unterschied vorliegt, als bei 
Verwendung von Mazerationssiften die wasserstoffabfangende Wirkung 
des Mediums kraftiger ist, wodurch das gebildete Acetylmethylcarbinol 
selbst vor der reduzierenden Wirkung geschiitzt und also nicht in 
Butylenglykol tibergefiihrt wird. 

Weil wir geneigt waren, die wasserstoffabfangende Wirkung bei 
der Fructosevergirung einem aus der Fructose gebildeten Spaltungs- 
produkt zuzuschreiben, und es nicht ausgeschlossen schien, daB dieses 
Spaltungsprodukt Dioxyaceton sei, haben wir noch gepriift, ob vielleicht 
diese Substanz eine merkliche wasserstoffabfangende Wirkung ausiibte. 
Das benutzte Dioxyaceton war auf biochemischem Wege (mittels 
Acetobacter suboxydans) aus Glycerin dargestellt und zeigte einen 
Schmelzpunkt 78 bis 80°C. Das Resultat war jedoch durchaus negativ 
(Versuch 27). Wohl zeigte sich, daB unser Saft C dem Dioxyaceton 
gegeniiber eine ziemlich kraftige Girwirkung entfaltete (Versuch 28). 
Nach 3 Stunden waren schon etwa 30 Proz. des hinzugefiigten Dioxy- 
acetons vergoren (Versuche im quantitativen Vergarungsapparat nach 
van Iterson-Kluyver). In 14 Stunden war dieser Betrag auf mehr als 
75 Proz. gestiegen. 

Sehr bemerkenswert sind weiter die Versuche, um in der zellfreien 
Garung eine Bildung von Acetylmethylearbinol oder Butylenglykol 
aus Glucose durch eine kraftige Aeration zu erzwingen. Die mehrfach 
wiederholten Versuche hatten ein negatives Ergebnis (Versuch 30), 
was im Gegensatz steht mit den Resultaten der Versuche, wo lebende 
Hefe statt Mazerationssaft benutzt worden ist. Die Erklarung wird 
darin gelegen haben, daB bei den Versuchen mit Mazerationssaft der 
direkte Kontakt des dehydrierenden Agens mit einem so vorziiglichen 
Wasserstoffakzeptor, wie der Luftsauerstoff, der intermediar gebildete 


24* 
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Acetaldehyd weiter zu Essigsiure und schlieBlich zu Kohlensiure 
und Wasser dehydriert wird, infolgedessen die Acetylmethylearbinol- 
kondensation nicht eintritt. 


C. Versuche mit wachsenden Hefereinkulturen unter normalen Bedingungen. 

Die direkte Veranlassung zu diesen Versuchen war eine Unter- 
suchung, die einer von uns (Visser ’t Hooft) angestellt hatte zur Auf- 
klarung des Stoffwechsels verschiedener Essigbakterienarten. Dabei 
wurde unter anderem die Aufmerksamkeit auf das von verschiedenen 
Forschern nachgewiesene regelmabige Vorkommen von Acetylmethyl- 
carbinol in verschiedenen Essigarten gelenkt. Es wurde versucht, 
eine Erklairung fiir die Entstehungsweise des Acetylmethylearbinols 
zu geben, welche bis jetzt noch ziemlich im Dunkeln geblieben war. 

Es stellte sich nun heraus, daB das Acetylmethylcarbinol in einiger- 
maBen betrachtlichen Mengen nur in den Essigarten vorkommt, welche 
direkt aus vergorenen Zuckerlésungen durch biochemische Oxydation 
unter dem EinfluB der Essigbakterien hergestellt sind!). Es lag auf 
der Hand, anzunehmen, da8 das Acetylmethylearbinol unter diesen 
Umstinden seinen Ursprung der Anwesenheit von 2, 3-Butylenglykol 
in den fiir die Essigbereitung dienenden vergorenen Zuckerlésungen 
verdankte, indem die Essigbakterien das 2, 3-Butylenglykol zu Acetyl- 
methylearbinol oxydierten. 

DaB die Essigbakterien zu dieser biochemischen Oxydation be- 
fahigt sind, wurde durch Reinkulturversuche bewiesen. Die Vermutung, 
daB die Essigmaischen in den Fallen, wo der fertige Essig Acetylmethy1- 
carbinol enthielt, einen Gehalt an 2, 3-Butylenglykol aufweisen wiirden, 
lieB sich nun ebenfalls bestitigen. So zeigte sich, daB vergorener 
Rosinenextrakt — Ausgangsmaterial fiir den in Holland vielfach dar- 
gestellten Rosinenessig — und junger Wein merkliche Mengen Butylen- 
glykol enthielten (man vgl. Tabelle C, Versuche 49 und 50). Unver- 
gorener Rosinenextrakt verhielt sich negativ (Versuch 48). 

Bei der alkoholischen Vergirung des Rosinen- und Traubensaftes 
bildet sich also 2, 3-Butylenglykol. Auf Grund der im vorhergehenden 
beschriebenen Versuche glaubten wir, dies nun antangs dem Fructose- 
gehalt dieser Safte zuschreiben zu miissen. Um dies naher zu bestatigen, 
entschlossen wir uns, glucose- bzw. fructosehaltige Nahrlésungen nach 
Sterilisation mit einer Spur Hefenreinkultur zu impfen und diese 
Fliissigkeiten nach Beendigung der Hefenentwicklung auf 2, 3-Butylen- 
glykol zu priifen. Die verwendete Reinkultur war aus Delfter PreBhefe 
(,,Koningsgist“ der ,,Nederlandsche Gist- en Spiritusfabriek“‘) auf die 
iibliche Weise isoliert. 


1) Naheres hieriiber bei F. Visser ’t Hooft, Chem. Weekblad 22, 272, 
1925. 
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Tabelle C 
Versuche mit wachsenden Hefereinkulturen unter normalen 
Bedingungen. 
Bei allen Versuchen wurden 30 ccm einer Kulturfliissigkeit von der in der 
Tabelle angegebenen Zusammensetzung benutzt. Eventuell wurde mit einer 
Reinkultur von Saccharomyces cerevisiae geimpft. Die benutzten Hefen- 
extrakte zeigten etwa 2°Blg. Versuchstemperatur 30°C. 





Versuchs: | Acetyl- 2.3 


Nr. Benutztes Kulturmedium Impfung dauer methyl. | Butylen- 
Tage carbinol glykol 





31 || Hefemextrakt A ....-ccecece Nein — — 
32 Hefenextrakt A 5 ‘ Ja 3 — —_ 
NY ee ee = 7 — 
34 Hefenextrakt A + 5 Proz. Glucose . z. 3 — Spur 
35 Hefenextrakt A + 5 Proz. Glucose . “ 7 — Spur 
36 Hefenextrakt A + 5 Proz. Fructose . = 3 on 
37 Hefenextrakt A + 5 Proz. Fructose . m 7 — 
38 Hefenextrakt A + 10 Proz. Glucose . a 3 — de of 
39 Hefenextrakt A + 10 Proz. Glucose . S 7 — 
40 Hefenextrakt A + 10 Proz. Fructose i 3 — do he 
41 Hefenextrakt A + 10 Proz. Fructose =a 7 + 4+ 
42 Hefenextrakt B ee a a i te a ee _ _— — 
43 Hefenextrakt B + 5 Proz. “ Alkohol - — —_ 
44 Hefenextrakt B ,. - Ja 3 — . 
45 Hefenextrakt B + 10 Pr roz. G lucose f 3 _— 4. 
46 Hefenextrakt B + 5 Proz. Glucose 
+ 5 Proz. Fructose . F ‘ 3 — -~ 

47 ne aa xtrakt B + 10 Proz. Fructose es 3 — ++ 
48 || Rosimenextrakt ......4..-« | Nein —_ — — 
SS ee ee Ja 3 _ } 
5 1924er Bordeauxwein . . - Nein “= -- Spur 
51 Mineralische Nahrlésung ” + 10 Proz. 

Glucose . . — Ja 3 +4. — 
52. Mineralische Nahrlésung + “10 Proz. 

Glucose . . . woe . 14 + ++ 
53. Mineralische Nahriéeung + "10 Proz. 

Fructose . . - 3 + Spur 
54. Mineralische Nahriésung + "10 Proz. 

Fructose .. P SNe Mae te sade oe - 14 -t- ot 


1) Die mineralische Naihrlsung enthielt: 0,1 Proz. (NH 4).SO,4, 0,1 Proz. KHgPO,, 0,1 Proz. 
MgSO, und 0,05 Proz. Fe Cl, in Leitungswasser gelést ; auBerdem zu 100 ccm 8 Tropten Hetenextrakt. 

Fiir die Herstellung des bei den ersten Versuchen als Nahrfliissig- 
keit verwendeten Hefenextraktes benutzten wir eine PreBhefe, die wir 
zuvor mit gutem Erfolg auf die Abwesenheit von Acetylmethylearbinol 
und 2, 3-Butylenglykol untersucht hatten. Zum Uberflu8 iiberzeugten 
wir uns noch, daB auch der fertige Extrakt keine Carbinol- oder But ylen- 
reaktion zeigte (Versuche 31 und 42), auch nicht, wenn 5proz. Alkohol 
vor der Priifung zugefiigt wurde’) (Versuch 43). 


1) Es war namlich denkbar, daB bei der Ausfiihrung der Lemoigneschen 
Reaktionen aus Alkohol primiir Acetaldehyd und hieraus Acetylmethy!- 
carbinol gebildet wurde. 
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Das Ergebnis dieser Versuche ist in Tabelle C, Versuche 34 bis 47, 
wiedergegeben. Wie hieraus ersichtlich ist, tritt sowohl beim Hefen- 
wachstum in glucose- wie in fructosehaltenden Nahrlésungen Butylen- 
glykolbildung ein, welche offenbar durch gréBere Zuckerkonzentrationen 
geférdert wird. Ausdehnung der Versuchsdauer von 3 Tagen, nach 
welcher Frist der Zucker gréBtenteils, aber nicht vollstandig ver- 
schwunden war, bis auf 7 Tage brachte keine merkliche Anderung 
in den Quantitaten des gebildeten 2, 3-Butylenglykols. Wahrend in 
einzelnen Versuchen die Fructose etwas héhere Ausbeuten ergab als 
die Glucose, waren in anderen Fallen diese Quantitaten ziemlich gleich 

Wir wiederholten diese Versuche noch in der Weise, daB statt 
des Hefenextraktes eine mineralische Nahrlésung!) verwendet wurde 
(Versuche 51 bis 54). Das Wachstum war viel weniger tippig als bei 
Benutzung von Hefenextrakt als Nahrlésung. Dies brachte mit sich, 
daB8 nach 3 Tagen noch eine grobe Menge Zucker unverbraucht vor- 
handen war, weshalb die Versuche auf 14 Tage ausgedehnt wurden. 
Auch dann aber war der Zucker noch nicht ganzlich verbraucht. Im 
Gegensatz zu den Wachstumsversuchen in Hefenextrakt war immer 
eine Menge Acetylmethylearbinol nicht zu 2, 3-Butylenglykol reduziert 

Aber auch hier stellten wir fest, daB Glucose und Fructose sich 
annahernd gleichartig verhielten. Hier schien ein Widerspruch vor- 
zuliegen mit den in den Abschnitten A und B beschriebenen Ergeb- 
nissen, wo wir immer fanden, dafB Fructose fiir die Butylenglykol- 
bildung viel mehr geeignet war als die Glucose. 

Wir diirfen hieraus schlieBen, daB die Wachstumsvorgange eben- 
falls zu der Bildung von Acetylmethylearbinol bzw. 2, 3-Butylenglykol 
AnlaB geben. 

Es ist nun durchaus wahrscheinlich, daB diese Sachlage eng ver- 
kniipft ist mit der bekannten Tatsache, daB die Alkoholhefe nicht zu 
einer vollstindig anaeroben Lebensweise befahigt ist. Fiir das Wachstum 
der Hefe ist, wie Pasteurs Schiiler Cochin schon 1880 nachwies und 
allen Praktikern der Garungsbetriebe gelaufig ist, eine gewisse Quantitat 
Sauerstoff durchaus unentbehrlich. Um diesem Umstand Rechnung 
zu tragen, wurden unsere Wachstumsversuche alle in nur mit Watte- 
verschluB versehenen Kélbchen ausgefiihrt. Der Sauerstoff hatte hier 
also Gelegenheit, in das Spiel der Reaktionen einzugreifen und seine 
wasserstoffakzeptierende Wirkung zu entfalten. Notwendigerweise 
muB dies aber zu einem UberschuB eines anderen Wasserstoffakzeptors 
fiihren, wobei an erster Stelle an Acetaldehyd zu denken ist. 

Je langsamer das Wachstum vor sich geht, desto kriftiger wird 
der Sauerstoff seinen EinfluB in dieser Hinsicht ausiiben kénnen. Es 


') Unter Zufiigung von einigen Tropfen Hefenextrakt als ,,Bios**-Zusatz. 
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kann uns also nicht wundern, da bei den Versuchen mit mineralischen 
Nahrlésungen die Wachstumsverzégerung auch zur Folge hat, daB ein 
Teil des Acetylmethylearbinols vor einer Reduktion zu 2, 3-Butylen- 
glykol geschiitzt wird. 

Zu erwahnen bleibt noch, daB bisweilen auch Impfung eines Hefen- 
extraktes ohne Zuckerzusatz, wobei immer noch eine geringe Hefen- 
entwicklung eintritt, zu Butylenglykolbildung fiihrt, wenn auch die 
gebildete Menge sehr zuriicksteht (Versuch 44). Dies wird zweifellos 
damit zusammenhingen, daB der Hefenextrakt in diesem Falle noch 
Kohlenhydrate (Glykogen ‘) enthielt. 


IV. Cher die Beziehungen des Sauerstoffs zu der alkoholischen Girung, 

Die in den vorhergehenden Abschnitten mitgeteilten Versuchs- 
ergebnisse sind durchaus geeignet, einen neuen Ejinblick in die Be- 
ziehungen des Sauerstoffs zu der alkoholischen Zuckervergaérung zu 
eroffnen. 

Denn es hat sich einerseits gezeigt, daB das Eingreifen des Sauer- 
stoffs in den Komplex der Teilreaktionen, welchen man als alkoholische 
Giarung zu bezeichnen pflegt, darin besteht, daB der Sauerstoff den 
normalerweise bei der Methylglyoxaldehydrierung als Wasserstoff- 
akzeptor auftretenden Acetaldehyd verdrangt. Andererseits ist deutlich 
hervorgetreten, daB die Wirkung des Sauerstoffs sich in erster Instanz 
durchaus nicht unterscheidet von dem EinfluB, den andere geeignete 
Wasserstoffakzeptoren in dieser Hinsicht ausiiben. 

Diese Anschauungsweise hat den Vorzug, da sie den normalen 
Girungsvorgang aufs engste verkniipft mit den oxydativen Leistungen 
der Hefe, woriiber in den letzten Jahren von verschiedenen Autoren 
ausfiihrlich berichtet worden ist [Fiirth und Lieben"), Lieben®), Lundin’), 
M yrbdack und Everitt*)|. Genau wie der Luftsauerstoff die verschiedensten 
Substanzen, z. B. Milchsiure, Brenztraubensiure, Alkohol und andere, 
zu dehydrieren imstande ist, wird er auch bei der Zuckervergarung 
in die erste Teilreaktion eingreifen, welche auf einer intermolekularen 
Dehydrierung und Hydrierung beruht. 

Nur kénnte es wundern, daB die Einwirkung des Luftsauerstoffs, 
welcher doch ein so vorziiglicher Wasserstoffakzeptor ist, relativ so 
wenig in den Vordergrund tritt. Wir méchten hierzu bemerken, dab 
es sich beim Eingreifen des Sauerstoffs in den Girungsvorgang also 


1) O. Fiirth und F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 144, 1922; 132, 165, 1922. 

2) F. Lieven, ebendaselbst 135, 240, 1923. 

3) H. Lundin, ebendaselbst 141, 310, 1923; 141, 342, 1923; 142, 454, 
1923; 142, 463, 1923. 

4) K. Myrbdck und B. Everiit, Zeitschr. f. physiol. Chem, 139, 272, 1924. 
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immer um einen Konkurrenzkampf des an Ort und Stelle der Dehy- 
drierung anwesenden Acetaldehyds und des langsam in geléster Form 
und daher in niedriger Konzentration in die Zelle hineindiffundierenden 
Sauerstoffs handelt. Dazu kommt dann noch, daB dieser Diffusions- 
vorgang zweifellos von der aus der Zelle entweichenden Kohlensaure 
erschwert wird. 

Unter diesen Umstianden leuchtet es ein, daB eine intensive Aeration 
unbedingt erforderlich ist, um eine gréBere wasserstoffabfangende 
Wirkung des Sauerstoffs zu erzwingen. Weil der energetische Effekt 
einer Wasserstoffiibertragung auf freien Sauerstoff viel gréBer ist als 
eine solche auf Acetaldehyd und der energetische Effekt der Dissi- 
milationsprozesse an erster Stelle die Wachstumsintensitiét der Hefe 
bedingt, wird es auch begreiflich, warum die 
moderne Lufthefenfabrikation zu immer kraftigerer 
Aeration ihre Zuflucht genommen hat. 


A 8 


Aber wenn diese Ansicht zutrifft, miissen wir 
auch folgern, daB eben unter den Bedingungen 
der Lufthefenfabrikation eine sehr ausgesprochene 
Bildung von Acetylmethylcarbinol auftreten wird. 


Um dies zu priifen, wurde eine sterile Wiirze 
(von etwa 5° Blg.) mit einer relativ kleinen Menge 
einer Hefenreinkultur geimpft und nun unter fort- 
wihrender Durchleitung von mittels Wattenfilter 
keimfrei gemachter Luft im Brutschrank bei 28 bis 
30°C gehalten. Es zeigte sich notwendig, groBe Auf- 
merksamkeit darauf zu legen, daB die Luft in méglichst 
feinen Blasen in die Fliissigkeit verteilt wird. Nach mehreren Versuchen gelang 
es uns, dafiir einen einfachen Apparat zu konstruieren, der der genannten 
Forderung gut entsprach und der sich auBerdem im Trockenschrank sterili- 
sieren lieB. Der Apparat ist in Abb. 1 wiedergegeben. Er besteht aus einem 
Glasfiltertiegel der Firma Schott (Jena), woran oben ein birnférmiger 
Behalter angeschmolzen ist. An den Stiel des Tiegels ist ein zweifach um- 
gebogenes Glasrohr angesetzt, worin bei B ein Wattenfilter angebracht 
wird, Wenn man bei A mit der Wasserstrahlluftpumpe Luft fortsaugt, 
besorgt das porése Glasfilter C eine durchaus feine Verteilung der keim- 
freien Luft in die Fliissigkeit. Wir kénnen diesen Apparat fiir alle Experimente 
iiber den EinfluB des Luftsauerstoffs auf den Stoffwechsel verschiedener 
Mikroben bestens empfehlen. 








Abb. 1. 


Wenn wir nun in diesem Apparate unter den genannten Bedingungen 
Lufthefe bereiteten, erhielten wir nach Verlauf von 10 Stunden eine durchaus 
kraftige Acetylmethylearbinolbildung. Nicht immer, doch wohl in einzelnen 
Fallen, konnte daneben auch Bildung von 2, 3-Butylenglykol festgestellt 
werden, 


Inwieweit das Acetylmethylearbinol zu 2, 3-Butylenglykol reduziert 
wurde, zeigte sich nun als abhingig von der Konzentration der Hefe 
und von der Intensitét der Liiftung, und zwar bedingt eine hohe 
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Hefenkonzentration eine relativ schlechte Liiftung der einzelnen Hefen- 
zellen, wodurch auch das Acetylmethylearbinol als Wasserstoffakzeptor 
auftreten und dabei in 2, 3-Butylenglykol tibergefiihrt wird. Findet 
dagegen kraftige Liftung bei nicht zu groBer Hefenkonzentration statt, 
so wird das Acetylmethylearbinol von dem Sauerstoff vor der Re- 
duktion geschiitzt. 

Wir méchten an dieser Stelle darauf hinweisen, dab neulich eine 
Abhandlung von Balls und Brown’) erschienen ist, worin unter anderem 
Meldung gemacht wird von dem Auftreten einer die Fehlingsche Lésung 
reduzierenden unvergirbaren Substanz bei der alkoholischen Zucker- 
vergirung unter kriftiger Liftung. Es wird wohl keinem Zweifel unter- 
liegen, daB diese Substanz das Acetylmethylearbinol gewesen ist. 

Inzwischen stellte sich bei unseren Versuchen heraus, daB die 
Mengen des Acetylmethylearbinols und 2, 3-Butylenglykols zu gering 
sind, um den bekanntlich infolge der Liiftung auftretenden sehr be- 
deutenden Riickgang in der Alkoholproduktion zu erklaéren. Es ist 
also deutlich, daB ein Teil des vor der Hydrierung zu Alkohol geschiitzten 
Aldehyds anderen Umsetzungen anheimgefallen ist. Es ist wohl an- 
zunehmen, da dieser Teil des Acetaldehyds selbst dehydriert ist, 
wobei der Sauerstoff als Akzeptor fungiert hat, oder daB nach der 
iiblichen Auffassung der Acetaldehyd oxydiert worden ist. Das erste 
Produkt dieser Dehydrierung wird zweifellos die Essigsiiure sein und 
wir méchten in diesem Zusammenhang an die Tatsache erinnern, daB 
eine geringe Saiuerung der Maische im Lufthefenbetrieb immer wahr- 
nehmbar ist. 

Man kénnte geneigt sein, auf Grund der von Lieben*) erhaltenen 
Resultate die oxydative Verarbeitung des Acetaldehyds in Abrede zu 
stellen. Wir sind jedoch im Gegenteil der Meinung, daB die von diesem 
Autor sichergestellte oxydative Verarbeitung der Brenztraubensaure 
durch Hefe auch fiir die oxydative Verarbeitung des Acetaldehyds 
beweisend ist. Daf Lieben selber bei seinen Experimenten beziiglich 
der direkten oxydativen Verarbeitung des Acetaldehyds ein negatives 
Ergebnis erhielt, wird seine Erklirung darin finden, daB er fiir seine 
Versuche eine Lésung von Acetaldehyd und Natriumcarbonat ver- 
wendete, wobei der Aldehyd zweifellos einer Aldolkondensation unter- 
legen ist. Dieser Schlu8 ist wohl darum berechtigt, weil Lieben selber 
mitteilt, daB der Acetaldehyd sogar nach 10 Stunden kraftiger Sauerstoff- 
durchleitung unter Schiitteln nicht nennenswert in die Vorlagen iibergeht. 

SchlieBlich wollen wir nur noch erwaihnen, daB wir Gelegenheit 
hatten, die Richtigkeit unserer Ergebnisse an den ausgegorenen Maischen 


1) A. K. Balls and J. B. Brown, Journ. of biol. Chem. 62, 769, 1925. 
2) F. Lieben, diese Zeitschr. 185, 140, 1923. 
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einer Lufthefen- und Wienerhefenfabrik zu priifen. Die Maischen 
der Lufthefenfabrik zeichneten sich durch einen sehr groBen Acetyl- 
methylearbinolgehalt neben einem ebenfalls noch bedeutenden 2, 3-Bu- 
tylenglykolgehalt aus. Die Maische der Wienerhefenfabrik enthielt 
nur 2, 3-Butylenglykol, keine Spur Acetylmethylearbinol konnte nach- 
gewiesen werden. 

Zusammenfassung, 

1. Die Lemoignesche Methode zum Nachweis von Acetylmethyl- 
cearbinol und 2, 3-Butylenglykol wurde brauchbar gemacht auch fiir 
die Fille, wo geringe Mengen der genannten Substanzen neben vielen 
Verunreinigungen vorliegen. 

2. Es wurde gezeigt, daf Zufiigung von geeigneten Wasserstoff- 
akzeptoren zu garenden Glucoselésungen zur Bildung von Acetyl- 
methylearbinol und 2, 3-Butylenglykol aus angehaiuftem Acetaldehyd 
fiihrt. 

3. Die bei der Fructosevergirung auftretenden Spaltungsprodukte 
zeigen ebenfalls Wasserstoffakzeptorwirkung und bedingen also auch 
das Entstehen von Acetylmethylearbinol und 2, 3-Butylenglykol bei 
der normalen Vergirung dieses Zuckers. 

4. Die Anderungen, welche infolge einer Liiftung einer giirenden 
Zuckerlésung in dem Chemismus des Zuckerabbaues auftreten, lassen 
sich ebenfalls auf die wasserstoffakzeptierende Wirkung des Sauerstoffs 
zuriickfiihren. In erster Linie wird die Liiftung also wieder zum Ent- 
stehen von Acetylmethylearbinol und 2, 3-Butylenglykol AnlaB geben. 
Bei kraftigster Aeration, wie diese in der Lufthefenfabrikation iiblich 
ist, wird wahrscheinlich ein wichtiger Teil des Acetaldehyds auch einer 
oxydativen Verarbeitung unterliegen. 

5. Die gegebenen Ausfiihrungen bahnen ein naheres Verstindnis 
der sich in der Lufthefenfabrikation abspielenden chemischen Vor- 


giinge an. 











Phytobiochemische Studien, II. 
Vor 
As. Zlataroft. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat zu Sofia.) 


(Eingeqangen am 16. Juni 1925.) 


Die vorliegende Arbeit bildet die Fortsetzung und den AbschluB 
meiner bromatologischen und biochemischen Untersuchungen der 
Kichererbsenfriichte (Cicer arietinum L.)') und enthalt die Ergebnisse 
der systematischen Erforschung der phosphorhaltigen Lipoide aus 
Kichererbsenphosphatiden. Es ist gelungen, die Natur einiger Pflanzen- 
phosphatide festzustellen. 

Zwei parallele, nach der Methode von Schulze ausgefiihrte Analysen 
der Kichererbsenproben lieferten folgende Werte fiir den Prozent- 
gehalt an Lecithin: 

Tahelle I. 





Probe Mg» P, O; PLO, P.O 
8 g ry 8 
10 0.021 28 0.0139 0,139 
10 0,022 70 0.0145 0.145 


Die P,O;-Menge (durchschnittlich 0,142 g) mit dem Faktor 11,36 
multipliziert, ergibt einen Gehalt von 1,61 Proz. (mit 10 Proz. Natur- 
wassergehalt) Lecithin in den Kichererbsen oder auf trockene Sub- 


stanz berechnet — 1.76 Proz. 


Untersuchung der Kichererbsenphosphatide. 

In einem Extraktor, der 7 kg Kichererbsenmehl faBt, extrahierte 
ich nacheinander etwa 70 kg dieses Mehles. Jede einzelne Extraktion 
dauerte 5 Tage. Das gewonnene orangegelbe Ol wurde unter fort- 
gesetztem Riihren in feinem Strahl in 10 Liter reinen Acetons ein- 
flieBen gelassen. Es resultierte eine schwere, cremefarbige Masse, die 
auf dem Boden des Gefif®es rasch gerann. Das in Aceton geliste O| 
wurde durch Dekantieren entfernt; der Niederschlag wurde mit reinem 


1) Vgl. Phytobiochemische Studien I, diese Zeitschr, 123, 200, 1916. 
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Aceton ausgewaschen, schnell filtriert, auf dem Filter zwecks Ent- 
fernung des Acetons abgepreBt und in absolutem, iiber Natrium destil- 
liertem Ather gelést. Die Lésung wurde einige Stunden bis zur Ge- 
rinnung stehengelassen, wobei stets kleine Mengen Starke bei der 
Extraktion abgeschwemmt wurden und in das Ol] gerieten, und die 
klare Lésung dekantiert. Nach Entfernung des Athers blieb eine 
stirkekleisterartige, gelb-durchsichtige Masse zuriick, die in zu- 
geschmolzenen, mit CO, gefiillten Glasréhrchen aufbewahrt wurde. 

Die so gewonnene stirkekleisterartige Masse unterzog ich einer 
fraktionierten Trennung mittels absoluten Alkohols in folgender Weise : 
70 g dieser Masse wurden mit 300 cem absoluten Alkohols kalt bearbeitet. 
Darauf wird filtriert, das Filtrat verdunstet und der trockene Riick- 
stand, der eine bleich-bernsteinfarbige Substanz darstellt, in zuge- 
schmolzenen, mit CO, gefillten Glasréhrchen aufbewahrt. Ausbeute 
etwa 48 g. 

Die in kaltem, absolutem Alkohol nicht lésliche Fraktion behandelte 
ich mit heiBem, absolutem Alkohol etwa 1 Stunde am Riickf!uBkiibler. 
Die Filtration erfolgte im Hei®wassertrichter. Der Alkohol wird ver- 
dunstet, und die restierende, bleichgelbe Masse, die leicht zu Staub 
zerrieben werden konnte, wurde in zugeschmolzenen, mit CO, gefiillten 
Glasréhrchen aufbewahrt. Ausbeute etwa 12 g. 

Die tibrige, in heiBem, absolutem Alkohol unlésliche Fraktion von 
etwa 10 g wurde ebenfalls in einem zugeschmolzenen, mit CO, gefiillten 
Glasréhrehen aufbewahrt. 

Auf diese Weise wurde der Acetonniederschlag der Phosphatide 
in drei Fraktionen zerlegt. Jede Fraktion sowie das aus der Aceton- 
lésung gewonnene Ol wurde auf Phosphor analysiert. Die Verbrennung 
erfolgte mit konzentrierter HNO, und H,SO, — nach der Methode 
von Neumann —, in dem erhaltenen Niederschlag von Ammonium- 
phosphormolybdat wurde die Phosphormenge nach der Methode von 
Sattler ermittelt. Die Analysen ergaben folgende Resultate: 


Tabelle II. 





Entnommene Probe von 8 —s ——e 


I 27,3830 0.0186 0,068 
II 29.9240 00188 0,063 
I 


200 " 
dem urspriinglichen Acetonniederschlag +7 ay a on 


dem in kaltem, absolutem Alkohol lés- {I 0.5968 0.0212 3,560 


dem ©] aus dem Aceton - - - 


lichen Teil (Il 0.6685 00185 3,480 
dem in heiBem, absolutem Aikohol lés- {I 08117 0.0321 3,960 
lichen Teil {It 06233 0,0256 4.080 


dem in heiBem, absolutem Alkohol un- {l 0.5589 0.0230 4,120 
léslichen Teil II 0.4921 0,0209 4.240 
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Aus den Bestimmungen geht hervor, daB nicht alle Kichererbsen- 
phosphatide in Aceton unléslich sind. Aus der Menge des im Aceton- 
extrakt des Kichererbsenéls gefundenen Phosphors ist ersichtlich, daB 
dieses Ol etwa 20 Proz. Phosphatide enthalt, die in Aceton léslich 
sind, oder, wenn man auf Lecithin berechnet, so enthalt das aus Aceton 
gewonnene Ol 1,8 Proz Lecithin, die 0,09 Proz. im Verhiltnis zum 
Kichererbsenmehl entsprechen. Dieser Befund zeigt, daB die Behauptung, 
die Phosphatide seien in Aceton nicht léslich, unrichtig ist, und ist 
zugleich von Bedeutung fiir die Klassifikation der Phosphatide. 

Aus den vorliegenden Ergebnissen ersieht man ferner, daB mit 
der verminderten Léslichkeit der Phosphatide in absolutem Alkohol 
ihr Phosphorgehalt steigt: die in kaltem, absolutem Alkohol lésliche 
Fraktion weist 3,52 Proz. P auf, wahrend der in heibem, absolutem 
Alkohol lésliche Teil 4,18 Proz. P enthalt. 


Systematische Untersuchung der in kaltem, absolutem Alkohol léslichen 
Fraktion der Phosphatide. 

Die Klassifikation der Phosphatide bleibt immer noch auberst 
unbestimmt, weil es an sicheren Methoden zur Einteilung der einzelnen 
Phosphatide fehlt, was besonders die Pflanzenphosphatide betrifft. 

Entscheidende Fortschritte in dieser Richtung bringen die Unter- 
suchungen tiber die Gruppe der Pflanzenphosphatide von E. Schulze, 
E. Winterstein, O. Hiestand, G. Trier. 

Ich unternahm es, eine genaue Methode fiir die Einteilung der 
Kichererbsenphosphatide in einzelne Individuen — nicht in Gruppen — 
auszuarbeiten, und nach einigen ergebnislos verlaufenen Versuchen 
gelang mir eine bequeme und nicht besonders komplizierte Art und 
Weise der Einordnung, wenigstens fiir einen Teil der Pflanzenphosphatide 
in einzelne bestimmte Phosphatidgruppen, die von Bedeutung fiir die 
Erforschung der Zusammensetzung dieser Phosphatide sowie fiir ihre 
richtige Klassifikation ist. 

Die Methodik besteht in folgendem: 

Ich habe 45g der in kaltem, absolutem Alkohol léslichen Phosphatide 
in 350 ccm Alkohol gelést. Dieser Lésung fiigte ich 150 ccm reinen, 
aus der Bisulfitverbindung gewonnenen Acetons hinzu. Der entstehende 
Niederschlag wurde filtriert und durch dreimaliges Auflésen in kaltem, 
absolutem Alkohol sowie Gerinnenlassen durch Aceton gereinigt. Die 
resultierende Substanz wurde in Wigeflischchen in einem mit CO, 
gefiillten Exsikkator aufbewahrt. Ausbeute etwa 20g. Das ergibt 
die Fraktion A. 

Aus der filtrierten Lésung des Alkoholacetons isolierte ich zwei 
weitere Fraktionen von Phosphatiden auf folgende Weise: Die Fliissig- 
keit wurde unter vermindertem Druck auf dem Wasserbade bei etwa 
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35° eingedampft, indem durch den Destillierkolben ein CO,-Strom 
durchgeleitet wurde. Zuerst ging das Aceton iiber. Als die Alkohol- 
lésung im Kolben bis auf etwa 50 ccm konzentriert worden war, trat 
eine schwache Opaleszenz auf. Die Destillation wurde beendet und 
die Lésung 24 Stunden bei etwa 6° stehengelassen. Aus dieser konzen- 
trierten Lésung schieden sich bleichgelbliche, nadelférmige kleine 
Kristalle aus, die rasch abfiltriert, auf Tonplatten gestrichen und in 
einen mit CQ, gefiillten Exsikkator tiber Schwefelsiiure gebracht 
wurden. Die Substanz wurde wiederholt aus absolutem Alkohol um- 
kristallisiert. Ausbeute etwa 10g. Daraus ergab sich die Fraktion B. 

Das Filtrat der kristallinischen Fraktion wurde im CO,-Strom 
bis zur Trockne verdampft. Es wurde eine bleiche, bernsteintarbige, 
hornartige Masse gewonnen, die durch zweimaliges Lésen in absolutem 
Alkohol und Gerinnenlassen mit Aceton gereinigt wurde. Ausbeute 
etwa 12 ¢. Fraktion C. 

Die so erhaltenen Fraktionen A, B und C wurden analysiert. 
Die Elementaranalyse ergab folgende Werte: 


Tahe lle Ill. 





Fraktionen c H N P 
Proz Proz. Proz. Proz. 

\ {I 60,30 9,32 1,18 2,75 

7 ae 60,54 9.16 1,28 2.99 

B {1 65,80 10,06 1,64 3,90 

{Il 65,82 9.90 1.54 4.46 

Cc \I 65,88 10,21 1,79 3,90 

{Il 65,62 10.39 1.87 4.06 


Da die Substanzen hygroskopisch sind, fand das Abwigen in 
Wageflaschchen statt, in welche die Porzellanschiffchen ganz hinein- 
gebracht wurden. 

Ich liste je 2g von den Fraktionen A, B und C in absolutem 
Alkohol auf und fiigte eine konzentrierte Lésung von CdCl, hinzu. 
Die entstandenen Niederschlige wurden aus Alkohol umkristallisiert, 
mit Alkohol und Aceton gut ausgewaschen und dann getrocknet. Sie 
lieferten bei der Elementaranalyse folgende Werte: 


Tabelle IV. 





Fraktion Cc H N P Cd cl 

Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. 

4 | ts 51,36 7,90 1,10 2,67 9,11 581 
oi) fore 5144 8,08 1,02 2.53 8,89 5,97 
B! ae, Site he 46,34 7,69 111 2,20 13,50 8,67 
. ara 46,24 751 0.91 2,60 13,54 8.53 

C {I ce es 48.64 77 1,43 3,00 15,60 9.90 
ee 48,94 7,86 1,37 3,12 15,82 9.76 
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Nach Feststellung der Elementarzusammensetzung der drei 
Fraktionen wurden die Phosphatide folgenden Untersuchungen unter- 
worfen : 

Direkt erhitzt mit Fehlingscher Lésung, reduzieren die Fraktionen A 
und C die Lésung nicht. Allein die Fraktion B gibt einen charakte- 
ristischen roten Niederschlag von Cu, 0. 

Kocht man die Substanzen der Fraktionen A und C mit ver- 
diinnter Schwefelsiure, neutralisiert alsdann mit einer Base und wieder- 
holt das Erhitzen mit Fehlingscher Lésung, so gibt die Mischung der 
Fehlingschen Lésung mit der Lésung der Fraktion A einen charak- 
teristischen Niederschlag von Cu,O. 

Destilliert man die Substanz aus Fraktion A mit konzentrierter 
Salzsiure, so erweist sich im Destillat eine bedeutende Menge von 
Furfurol, dessen Vorhandensein auf folgende Weise festgestellt wird: 

1. In Anilinacetat getranktes Papier farbt sich braunrot. 

2. Wird die mit festem Na,CO, neutralisierte Lésung des Destillats 
unter Erwarmen auf dem Wasserbad mit einigen Kubikzentimetern 
einer Mischung von 5g Phenylhydrazin, 3g Essigsiure und 100g 
Wasser versetzt, so bilden sich kleine Kristalle des schwer léslichen 
Furfurolphenylhydrazons mit dem Schmelzpunkt 96°. 

Der Versuch zeigt, daB hier ein Phosphatid vorliegt, das mit einem 
Pentosan verbunden ist. 

Die Fraktion B weist einen siiBen Geschmack auf. 

Aus der Gesamtheit der analytischen und sonstigen Daten labt 
sich feststellen, daB in den von uns gewonnenen drei Fraktionen mehrere 
gesonderte Phosphatide vorliegen, die in den Fraktionen A und B 
mit Kohlenhydraten verbunden sind. 

Auf Grund der Analysen der drei Phosphatidfraktionen lassen 


sich folgende empirische Formeln annehmen. 


Talk lle Fr; 
Fraktion A. 





Berechnet fur 


Elemente Getunden Cy, Heo NPOg(C; H, Oy)» 

Proz Proz. 
c 60.42 60.58 
H 9,24 9.21 
N 1,23 1.34 
P 2.86 2.95 

Cg Hey N POs (C,H, O,4)o CdCl 

C 51,40 51,58 
H 7,99 7,84 
N 1.06 1.14 
P 2.60 2.51 
Cd 9.00 9.11 


5.89 5.75 
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Tabelle V1. 
Fraktion B. 





Berechnet fur 


Elemente Gefunden C43 Hsp NPO,C, Hy, O, 

Proz. Proz. 
c 60,81 60,89 
H 9,98 9.60 
N 1,59 1,45 
g 3,38 3.21 

43 Ogo NPOg Cy Hy2 Og (CdCly);.5 
© 46,29 40.34 
H 7,60 747 
N 1,01 113 
P 2,40 2.50 
Cd 13,52 13,60 
8.60 8,58 


Tabelle VII. 
Fraktion C. 





Berechnet fur 


Elemente -« Gefunden Cys Hao NPO, 

Proz. Proz. 

Cc 65.75 65,68 
H 10,30 10,26 
N 1,83 1,78 
4 3,50 3,95 

(C43 Hyp NPOy)2(Cd Clo), 

48.79 48.65 
H 7,78 7.60 
N 140 1,32 
r 3,06 2.92 
Cd 15,71 15,90 
Cl 983 10,03 


Das Phosphatid der Fraktion B ergibt, mit Fehlingscher Lésung 
titriert, durchschnittlich bei zwei Bestimmungen 18,47 Proz. Glucose, 
wahrend sich fiir Cy, HggN POg(CgH4.0,) 18,65 Proz. berechnen. 

Aus der Gesamtheit aller Analysenresultate erweist sich folgendes: 

1. Die Fraktion A stellt ein Lecithinpentosan dar. Uber derartige 
Verbindungen ist, soweit mir bekannt, bis jetzt in der biochemischen 
Literatur nicht berichtet worden. 

2. Die Fraktion B stellt eine Lecithinglucose dar. Damit bestiatigt 
sich die Annahme, daB® das Lecithin in stéchiometrische Beziehungen 
zu den Zuckern treten kann. 

3. Die Fraktion C stellt ein Lecithin mit der empirischen Forme! 
C43 HggN PO, dar. Dieses Lecithin gehért der Zusammensetzung nach 
auch zu den komplexen Phosphatiden der Fraktionen A und B. 

Um die Frage zu entscheiden, ob die drei Phosphatidfraktionen A, 
B und C in ihrem Molekiil ungesattigte Fettsiuren enthalten, nahm 
ich die Bestimmung der Jodzahl derselben vor. 
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Die Ergebnisse dieser Bestimmungen sind: 


Fraktion A: 
«fant eS a eS So eee eee 
eo oe ae a ee ee 


Fraktion B: 
Fee eee a ae a, 
re ree we 


Fraktion C: 
Pe nd ee ec ae a 
BD Mg Atel a, a Rea 2 Pe waa 


Dieselben Phosphatide, wahrend 30 Tage der Wirkung des Luft- 
sauerstoffs ausgesetzt, nehmen cine dunkle Farbe an und ergeben 
folgende Jodzahlen’): 


Fraktion A: 


I 
I] 


Fraktion B: 


14,26 nach Hiibl 
16,60 


22.10 nach Hiibl 
21.60 


Diese Daten zeigen, daB die in Frage kommenden Phosphatide 
bei Luftzutritt oxydiert werden und daB sich ihre Jodzahl vermindert. 


III, Untersuchung der zum Molekiil der Kichererbsenphosphatide gehérenden 
Basen. 
Bei einigen friiheren von mir vorgenommenen Untersuchungen 
wurden Kichererbsenphosphatide mit Ba(QH), hydrolysiert und die 
isolierte Base als Platin- und Goldsalz analysiert: 


Ges kw Ce EAS CS SOS aa ee 
Berechnet fiir (C;H,,NOCI),PtCl,. . . . 31,61) ,.) Pt 
EIS On ae eee es lO a 
Berechnet fiir C,H,,NOCIAuCI,. . . . . 44,99 ,, Au 


Diese Zahlen lieferten keine bestimmte Angabe iiber die zum 
Molekiil der Kichererbsenphosphatide gehérende Base. 

Um sicherere Resultate zu erhalten, unterwarf ich die urspriingliche 
Substanz der Kichererbsenphosphatide einer Hydrolyse mit verdiinnter 
Schwefelsiure (2 proz.), die nach den Angaben einiger Forscher nicht 
so stark wie die Alkalien auf die organischen Basen einwirken soll. 

Die Hydrolyse wurde folgendermaben vorgenommen: 50g der 
Phosphatide wurden in einem Kolben am RiickfluBkiihler wahrend 


1) Der Stoff von der Fraktion C wurde erschépft, so daB die zweite 
Bestimmung nicht stattfinden konnte. 


Biochemische Zeitschrift Band 161. 95 











286 As. Zlataroft: 


etwa 12 Stunden mit 200cem 2proz. Schwefelsiure erhitzt. Nach 
Entfernung der Schwefelsiure mit Baryt engte ich die neutrale klare 
Lésung auf dem Wasserbad bis auf 100 ccm ein. Der so gewonnenen 
konzentrierten Lésung fiigte ich nach der Methode von W1. Gulewitsch') 
eine 50proz. Lésung von Phosphorwolframsaure hinzu. Nach 2 Tagen 
filtrierte ich den Niederschlag ab und wusch ihn mit Wasser aus. Dann 
zersetzte ich denselben mit kristallisiertem Bariumhydroxyd unter 
Zusatz von Wasser. Die Masse wird filtriert, wobei das klare Filtrat 
von tiberschiissigem Baryt durch Einleiten eines starken CO,-Stromes 
befreit wird. Nach nochmaligem Filtrieren wird das klare Filtrat, 
das alkalische Reaktion aufweist, mit H NO, neutralisiert. An einzelnen 
Proben der so erhaltenen Lésung wurde nach der Methode von Gulewitsch 
und Kossel ermittelt, ob mit AgNO, und Ba(OH), ein Niederschlag 
gebildet wird. Die Priifung verlief negativ, was darauf hindeutet, 
da®B in der Lésung keine Purinkérper, wie Methylguanidin und ahnliche 
Basen vorhanden sind. 


Alsdann wurde der Lésung eine konzentrierte Lésung von Krauts 
Reagens hinzugefiigt: Wismutkaliumjodid (Wismutjodid und Kalium- 
jodid), das einen reichlichen dunkelbraunen Niederschlag hervorrief. 
Jod und Wismut werden entfernt, wenn man den Niederschlag im 
Morser mit einer gréBeren Menge frisch gefallten Bleihydrats verreibt. 
Nach langerem Verreiben (etwa 2 Stunden) nimmt der Niederschlag 
eine hellere Farbe an und wird schlieBlich cremegelb. Er wird an der 
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Durch das klare Filtrat wird ein Strom 
von H,S zur Entfernung der Bleispuren geleitet. Nach erneutem 
Filtrieren 148t man die Masse auf dem Wasserbad verdunsten. Die 
konzentrierte Lésung scheidet beim Abkiihlen Kristalle aus, die ab- 
filtriert und wieder in Alkohol gelést werden. Da durch Einengen 
dieser Lésung keine Kristallisation erreicht werden konnte, wurde 
der Alkohol auf dem Wasserbad vollkommen abgedampft und der 
Trockenriickstand in warmem Wasser gelést. Die Lésung wurde kon- 
zentriert und im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiure stehengelassen. 
Nach 4 Tagen schieden sich schéne farblose, flache, kleine Kristalle 
aus, die ich wieder umkristallisierte. Ausbeute 5,75 g. 

Die ausfiihrliche systematische Analyse ergab, dap die erhaltene 
Verbindung Betain war. 

1. Bestimmung des Kristallwassers. Auf porésem Ton getrocknete 


und abgewogene Proben wurden in den Vakuumexsikkator tiber H,SO, 
gebracht und innen im GefaB mit Hilfe eines elektrischen Warmers 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 565; Ber. d. deutsch, chem, Ges. 33, 
1902; Zeitschr. f. Chem. 47, 471; 45, 326; 68, 26; 80, 218. 
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bis auf 45° erwirmt. Nach sechstagigem Trocknen wurde Gewichts- 
konstanz erreicht. 


eS oss 6 tt wee ee ct ee ee oe 
rh aon re: 6 a a ee 
Berechnet fiir C,H, NO,.H,O .... . 14,33 ,, H,O 


Der Unterschied zwischen dem theoretisch berechneten und dem 
bei der Analyse ermittelten Prozentgehalt Kristallwasser liBt sich 
angesichts des Umstandes, daB das Betain hygroskopisch ist, leicht 
erklaren?). 

Die gewonnene trockene Substanz (Betain) wurde der Elementar- 
analyse unterworfen, die folgende Werte ergab: 


Gefunden: I ......+s.«. « 61,00 Proz.C 9,6) Pros. H 
OS Aa, ire ea. a. hve a. ae RS ) ae oe 
Berechnet fiirC,H,,NO,. ..... 51,24 , C 9,47,, Hi 


2. Das Chlorhydrat der Base. Der wisserigen Lésung der Base 
wird Salzsiure bis zur sauren Reaktion zugefiigt, dann wird die Lésung 
auf dem Wasserbad eingeengt und im Vakuumexsikkator auskristalli- 
sieren gelassen. Nach einigen Tagen erhielt ich eine schéne kristallinische 
Masse, die sich durch zweimaliges Umkristallisieren aus Wasser reinigen 
liBt. Die Analyse der Substanz ergab: 


CD A kas eee ores bee. ree 2 

hale EO ke See a ae re N 
Berechnet fiir C,H,,NO.C] ...... 9,12 N 
Gefunden er a ae eee ee ee Cl 
Berechnet fiir C,H,,.NO,Cl . ... . . 23,40 Cl 


Das Chlorhydrat der Base gibt schwer lésliche Doppelsalze mit 
den Schwermetallen, mit Pikrinsaiure?) bilden sich nadelférmige, gelbe 
kleine Kristalle mit einem Schmelzpunkt von 181°C. 

3. Golddoppelsalz. Ich liste 0,8200 g der Substanz in 3 com Wasser 
auf, fiigte der Lésung eine konzentrierte Lésung von AuCl, hinzu 
und erhielt einen kristallinischen, gelben Niederschlag, der abfiltriert 
und durch Umkristallisieren aus heiBem Wasser gereinigt wurde. 
Ausbeute 0,7960 g. Das Doppelsalz wies keinen festen Schmelzpunkt 
auf; wurde das Kapillarrohr schnell erhitzt, so schmolz das Salz gegen 
211,5°, bei langsamem Erwiirmen bei 204°. Die Analyse des Gold 
gehalts in dieser Verbindung ergab folgendes: 


OSS ae ee a ae ll le 
aa a aa ee a ae | Ulla Au 
Berechnet fiirC,H,,NO,AuC],. . . . . 43,10 ,, An 


1) Scheiber, Ber. d. deutch. chem. Ges. 8, 156. 
*) Sonani, Zeitschr. f. physiol, Chem. 60, 390. 


to 
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In bezug auf den Schmelzpunkt des Golddoppelsalzes des Betains 
sowie auf seinen Goldgehalt existieren in der einschlagigen Literatur 
verschiedene Angaben: L. Brieger') bestimmt als Schmelzpunkt 209° 
und 43,01 Proz. Au, wahrend EZ. Fischer*) 230 bis 235° und 43,01 Proz. Au 
angibt. Beim Schmelzen zersetzt sich die Substanz unter Entwicklung 
von Gasen. 

Eine Erklarung dieser widersprechenden Befunde gab R. Will. 
stdtter®). Dieser Autor fand, daB es zwei kristallinische Modifikationen 
dieses Doppelsalzes gibt: eine rhombische mit dem Schmelzpunkt 230 
bis 235° und eine oktaedrische mit dem Schmelzpunkt 200 bis 209°, 
Ebenso verschieden sei auch der Goldgehalt in den beiden Modifi- 
kationen: die rhombische enthalte 43,1 Proz. Au, wihrend die oktae- 
drische um einige Prozent armer sei. Nach Willstdtter hat die oktaedrische 
Modifikation folgende Zusammensetzung: C;H,,NO,AuCl,2H,O. Er 
hat ein Doppelsalz mit 40,01 und sogar mit 39,75 Proz. Au erhalten. 

Der von mir nach den Angaben Willstdtters vorgenommene Versuch 
ergab, daB die Gewinnung der beiden Modifikationen des Gold-Betain- 
doppelsalzes leicht vor sich geht: 0,32 g des Doppelsalzes mischte 
ich mit 0,008 g AuCl, und léste die Mischung in 6ccem siedenden 
Wassers auf. Beim Erkalten der Lésung schieden sich kleine Kristalle 
aus, die abfiltriert, mit einigen Tropfen Wasser ausgewaschen und 
zuerst im Vakuumexsikkator iiber H,SO, getrocknet, dann auf porése 
Tonplatten gestrichen und schlieBlich im Trockenschrank bei 105° 
getrocknet wurden. Die Verbrennung von 0,2026 g Substanz lieferte 
0.0911 g¢ Au 42,84 Proz. Au. Der Schmelzpunkt, bei dem sich die 
Substanz zersetzt, lag bei 246 bis 248°. 

4. Platindoppelsalz. Auf dieselbe Weise wie das Golddoppelsalz 
gewann ich auch das Platindoppelsalz mit PtCl,, das folgenden Prozent- 
gehalt fiir Pt ergab: 


0.1203 g verbrannte Substanz gibt . . 0,0366g Pt 
PE. 6 na 6 a oS io 2 ny aw wl eee, ee 
Berechnet fiir (C;H,,NO,Cl),PtClh . . 30,39 ,, Pt 


5. Quecksilberdoppelsalz. In der Literatur bestehen zwei Arten von 
Doppelsalzen des Betains mit Quecksilberchlorid : C;H,,NO,HCI,HgCl,') 
und (C;H,,NO,HCl),HgCl,.  Ersteres ist schwer léslich in Wasser 
und Alkoho! und hat einen Schmelzpunkt gegen 250°. Letzteres, von 
Husemann und Marme erhalten, ist iuBerst leicht in Wasser und Alkohol 
léslich und wird aus der Lésung des Betainchlorhydrats in Alkohol 
durch Hinzufiigen von HgCl,-Lésung und Gerinnung mit Ather ge- 


wonnen. 


1) Uber die Ptomaine 8, 77. Berlin 1886. 
2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 27, 167. 


3) Ebendaselbst 35, 2750. 
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Um das schwer lésliche Betainsalz aus den Kichererbsenphospha- 
tiden zu gewinnen, léste ich einen Teil der Base in Alkohol und lieB 
die Lésung mit heiBer, mit HgCl, gesattigter Alkohollésung gerinnen. 
Die gewonnene kristallinische Masse habe ich durch zweimaliges Um- 
kristallisieren aus heiBem Wasser gereinigt. Das im Vakuumexsikkator 
getrocknete Doppelsalz schmilzt bei gleichzeitiger Zersetzung gegen 248°. 

Die Bestimmung des Quecksilbers der Verbindung geschah folgen- 
dermaBen: die bei 100° getrocknete Substanz wurde gewogen, in Wasser 
gelést und bis zum Sieden erhitzt, wihrend durch die Lésung ein Strom 
von H,S durehgeleitet wurde. Das erhaltene HgS wird auf einem 
gewogenen Filter abgewogen und bis zur Gewichtskonstanz bei 100° 
getrocknet. Die Ergebnisse lauten wie folgt: 

OS BG kk sn wt ew ee es Oe. ae 
” «+2 ea keete es 6 Ge a ae 
Berechnet fiir (C,H,,NO,Cl)6 HgCl, . . 67,49 ,, | Hg 

Nach der Entfernung des H,S auf dem Wasserbad wurden die 
Filtrate mit CaCO, gemischt und auf dem Wasserbad bis zur Trockne 
eingedampft. Im Trockenriickstand wurde das Chlor als AgCl bestimmt. 
Es ergab sich: 


eens Bo ai wc ee wwe « HEBER CO 
eee ee Ul (iti 
Berechnet fiir C;H,,.NO,.6HgCl,. . . 25,93 ,, Cl 


Aus der Gesamtheit aller Analysenresultate laBt sich feststellen, 
daB die mittels Hydrolyse isolierte Base der Kichererbsenphosphatide 
Betain ist. Auf diese Weise wird auch dargetan, dab die Phosphatide 
neben anderen organischen Basen — hauptsichlich Cholin — auch 
Betain enthalten kénnen. Ungelést bleibt die Frage, ob das Betain 
auch in Phosphatiden tierischer Herkunft vorhanden ist. Es ist jedoch 
interessant zu erwihnen, daB das Betain — eine Substanz, die man 
als rein vegetabilischen Ursprungs erachtete — von Smorodinzew im 
Nierengewebe des Kalbes aufgefunden wurde'). 


1) Inaug.-Diss, d. Universitat Moskau. 








Uber die Wirkung der Kationen dér Ringerlésung auf die 
glatte Muskulatur des Meerschweinchenuterus. 


Nach Versuchen von Friedrich Holup. 


Von 
M. Kochmann. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Halle-Wittenberg.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1925.) 


Die Wirkung der im Blute vorkommenden anorganischen Salze 
ist in den letzten 10 Jahren Gegenstand erhéhten Interesses geworden. 
Welchen EinfluB sie auf die Muskulatur des Herzens haben, ist bereits 
ausfiihrlich bearbeitet worden. Dagegen ist ihre Einwirkung auf die 
Organe mit glatter Muskulatur ein bisher wenig erforschtes Gebiet, 
und doch ist zweifellos fiir die normale Funktion dieser Organe die 
Ionenkonzentration und ihr Mengenverhaltnis untereinander von 
groBer Bedeutung. 

Bisher liegen in der Literatur Arbeiten von Fienga vor, der die Ein- 
wirkung reiner Salzlésung an der glatten Muskulatur des Hiihnerésophagus 
bescbrieb. Als Ergebnis stellte er fest, daB Kalium, Calcium, Strontium 
und Barium bei Verwendung in nicht zu starker Konzentration den Tonus 
steigern, wihrend Natrium, Lichium und Magnesium ihn vermindern. 
Ahnliches fand Pugliese beim Osophagus und Magen des Frosches und beim 
Retractor penis des Pferdes. Nach Trendelenburg ist das Natrium auf den 
Kontraktionszustand der Bronchialmuskulatur gar nicht wirksam, Kalium 
bedingt eine nicht sehr starke Verkiirzung, wahrend Calcium eine kriftige 
Tonussteigerung hervorruft. In neuerer Zeit haben Tezner und T'uroli 
festgestellt, daB Calciumzusatz zur Ringerlésung die Magenbewegungen 
hemmt und daB Kaliumzusatz die Automatie erregt. Die Erregung wird 
nicht durch Atropin, wohl aber durch Papaverin aufgehoben. Bei groBen 
Gaben von Kalium steigert sich die Wirkung bis zum muskulésen Krampf. 
In calciumfreier Nahrlésung tritt eine Hemmung der Magenbewegung ein, 
wahrend in kaliumfreier Lésung einige Priiparate eine Verstirkung, einige 
eine Hemmung oder rhythmische Bewegung aufweisen. 

Des weiteren hat Rosemann unter Wasicky die Wirkung der K- und 
Ca-Ionen an iiberlebenden glattmuskeligen Organen (Darm, Uterus, Harn- 
blase) untersucht. Er benutzte Ca- und K-freie Ringerlésunzgen und setzte 
zu diesen steigende Konzentrationen von Calciumchlorid und Kalium- 
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chlorid hinzu. Es zeigte sich, daB Kalk bis etwa zu der Konzentration der 
normalen Ringerlésung eine erregende, Kaliumchlorid eine hemmende 
Wirkung ausiibt. Wurden die Konzentrationen der normalen Ringerlésung 
an K und Ca wesentlich iiberschritten, so trat durch Ca eine Hemmung, 

- ° “~ ° ° - ° + ° . - 
durch K eine Erregung ein. Dies wiirde in Ubereinstimmung zu den Ver- 
suchen von Tezner und Turolt stehen. 


Es ist aus der Versuchsanordnung ersichtlich, daB hier nicht 
vollkommen isotonische Lésungen verwandt wurden, und daB das 
Verhaltnis der Kationen Na, K und Ca der Ringerlésung eine Ver- 
ainderung erlitten hat, daB mit anderen Worten die Menge des Na- 
Kations im Verhaltnis zu den iibrigen unberiicksichtigt geblieben ist. 

Da wir aus den Versuchen von Meltzer und Auer iiber den Anta- 
gonismus von Calcium und Magnesium wissen, daB das Na-lon eine 
gewisse Wirkung entfalten kann, so schien es nicht ohne Wert zu sein, 
von diesem Standpunkt aus die Wirkung der Kationen auf ein glatt- 
muskeliges Organ noch einmal zu untersuchen. 

Wir wihlten als solches den Uterus von Meerschweinchen, der 
nach der Methode von Magnus-Kehrer isoliert wurde. Es kamen haupt- 
sichlich nicht gravide und nur einzelne gravide Uteri zur Verwendung, 
wobei ein grundsitzlicher Unterschied der Versuchsergebnisse nicht 
beobachtet werden konnte. 

Im einzelnen wurde von mir die friiher beschriebene Versuchs- 
anordnung angewendet. 


Von dem Uterus, der dem entbluteten Meerschweinchen unter mdéglichst 
schonender Behandlung entnommen wird, wird das eine Horn in der ge- 
woéhnlichen Weise in 30 cem Ringerlésung aufgehiingt, indem das untere 
Ende an ein rechtwinkliges Glasrohr gekniipft und die Spitze des Horns 
mit einem Schreibhebel in Verbindung gebracht wird, der durch ein kleines 
Laufgewicht von 1,5 g passend belastet wird. Die Belastung darf nicht zu 
klein gewahlt werden, da sonst nach einer Kontraktion ein Verkiirzungs- 
riickstand stérend wirken kann. 

Die Praparation geschieht in kalter Ringerlésunz. Der Schreibhebel 
schreibt mit anderthalbfacher VergréBerung auf ein langsam sich drehendes 
Kymographion. 

Der kleine Glaszylinder, in dem sich das isolierte Horn in der Ringer- 
lisung befindet, steht in einem kleinen Akkumulatorenglase, das als Wasser- 
bad dient und dessen Inhalt durch Flamme (Bunsenbrenner, dessen Schorn- 
stein abgeschraubt ist) und Thermoregulator auf 35°C (nicht héher) ge- 
halten wird, Das Glasrohr, das zur Befestigung des Uterushorns dient, 
steht durch einen Gummischlauch mit einem Dreiwegehahn in Verbindung. 
der nach oben durch einen 20cm langen Schlauch mit einem Trichter, 
nach unten mit einem 70 cm langen Glasrohr verbunden ist. 

Vom Trichter aus laBt sich das ganze Rohrsystem mit Ringerlésung 
fiillen, und durch die versehiedene Stellung des Hahnes wird der Inhalt des 
Zylinderglases bald mit dem Trichter, bald mit dem Glasrohr in Verbindung 
gebracht. Dieser Apparat dient zum Wechseln der Ringerlésung in dem 
Zylinderglase, indem man durch Heberwirkung heraussaugt bzw. frische 
Ringerlésung durch den Trichter in das Zylinderglas einfiillt. 
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Die Durchliiftung der Ringer!Ssung im Zylinder geschieht von einem 
mit Luft gefiillten Gasometer durch ein unten ausgezogenes Glasrohr 
welches an das Rohr angebunden ist, das zur Befestigung des Uterushorns 
dient und mit diesem bis auf den Boden herabreichen muB, 


Die benutzte Neormalringerlésung hatte folgende Zusammensetzurg: 


ae eee ee oe ee Boe ee 
ne. ss wk Se a a a eee 
ee ae ee oe), 2 aie 
Mamet. exis % (i ine) 


Aqua dest. ad 1000.0 


Zur Verwendung kamen zum gréBten Teil der Warmbliiterringer- 
lésung isotonische Lésungen mit normalem NaHCO,-Gehalt und 
einige, deren Isotonie aus besonderen Griinden nicht so streng gewahrt 
werden konnte. 

Es wurden in der ersten Reihe der Versuche solche isotonische 
Lésungen verwendet, bei denen zwei der Kationen vollstandig fort- 
gelassen und durch das dritte ersetzt wurden: Also z. B. alles KCl 
und CaCl, wird durch NaCl ersetzt. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurde nur ein Kation ginzlich 
fortgelassen, und so wurde ent weder bei unverandert bleibendem zweiten 
das dritte entsprechend vermehrt und umgekehrt. Z. B. wenn NaCl 
ganz fortfallt und man KCl unverandert laBt, vermehrt man CaCl, 
um die Menge, die dem NaCl entspricht, oder umgekehrt, man laBt 
CaCl, unverandert und mu8 dann KCl entsprechend vermehren. Durch 
ZusammengieBen von zwei Lésungen der ersten Versuchsreihe erhalt 
man gleichfalls eine isotonische Lésung, bei der ein Kation vollstandig 
fehlt. 

Eine weitere Versuchsreihe beschaftigte sich mit solchen iso- 
tonischen Lésungen, in denen eins der Kationen um die Halfte ver- 
mindert wurde und bei gleichbleibenden zweiten zum dritten zuge- 
schlagen wurde und umgekehrt. 

AuBer diesen streng isotonischen Lésungen wurden auch solche 
benutzt, in denen eine Isotonie durch Vermehrung oder teilweise Ent- 
ziehung eines Kations in geringem MaBe gestért war, indem z. B. zur 
normalen Ringerlésung noch etwas NaCl oder KCl oder CaCl, hinzu- 
gefiigt oder daraus entfernt wurde. 


Die Ergebnisse lassen sich aus den weiter unten folgenden Tabellen 
entnehmen, in denen 0 das Fehlen des betreffenden Kations bedeutet, 
}+-/2 die Verminderung auf die Hialfte des normalen Gehaltes, + den 
Gehalt der normalen Ringerlésung an diesem Kation, + bedeutet Ver- 
mehrung. SchlieBlich bezeichnet ONaCl + % KCI-R + ', CaCl,-R, 
daB eine KCl-Ringerlésung mit einer CaCl,-Ringerlisung zu gleichen 
Teilen zusammengegossen ist. 
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Zur besseren Ubersicht wurden die Tabellen folgendermaBen in 
fiinf Gruppen geordnet: 
I. Fehlen zweier Kationen. 
Il. Fehlen eines Kations. 
Ill. Ein Kation um die Halfte vermindert. 
IV. Normaler Gehalt eines Kations. 
V. Vermehrung eines Kations. 

Jede der Gruppen hat wiederum drei Unterabteilungen, je eine 
fiir NaCl, eine fiir KCl, eine fiir CaC,. 

Es ist natiirlich, daB bei dieser Aufstellungsweise der Tabellen 
Wiederholungen eintreten muBten, weil eben jede Lésung von den 
verschiedensten Gesichtspunkten aus betrachtet wurde. Aber nur so 
lieB sich eine gewisse Ubersichtlichkeit hineinbringen. 


Die nicht streng isotonischen Lésungen wurden mit * versehen. 


I. Fehlen von zwei Kationen. 





a) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
0 0 steigt stark stark gestért unvollstandig 


Die Lésung entspricht einem Gehalt von 0,947 Proz. NaCl urd 
0,02 Proz. NaHCO. 





b) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
0 oo 0 sinkt stark erloschen unvolistandig 


Die Lésung entspricht einem Gehalt von 1,21 Proz. KCI] und 0,02 Proz. 
NaHCO. 





c) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
0 0 — fallt erloschen unvollstandig 


Die Lésung entspricht einem Gehalt von 1,62 Proz. CaCl, urd 0,02 Proz. 





Na HC Q,. 
Il. Fehlen eines Kations. 
a) 

Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
l 0 + sinkt vollstandig erloschen unvollstandig 
2 0 + = steigt gestort (vielleicht etwas 

ane getordert) 

3 0 a. 1 Kontraktur vollkommen erloschen keine 
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Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaHCO, 
] 0 0,042 1.55 0,02 
2 0 1,15 0,024 0,02 
3 0 0.6 0.81 0,02 
b) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
l ' 0 de steigt anfangs erloschen, unvollstandig 
- kehrt aber wieder 
2 + 0 . steigt stark schnelle vermehrte reversibel 
in Pendelbewegungen 
3 1 2 0 1 : * erlischt vollstandig unvollstandig 
NaCl—R CaCl.—R 
*4 t 0 : S ss regelmaBig, aber " 
= ee beschleunigt 
5 + 0 + /2 ™ “ etwas beschleunigt, - 
unregelmabig 
Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaHCO, 
l 0.9 0 0,079 0.02 
2 0,933 0 0,024 0,02 
3 0.475 0 08 0,02 
* 09 0 0.024 0.02 
5 0,914 0 0,012 0,02 
c) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
] +- al. 0 sinkt erhalten, seltener werdend,  unvollstandig 
= leicht beschleunigt 
2 _ + 0 E spater undcutlich reversibel 
3 1/2 1/2 0 os volistandig erloschen 
NaCi—R KCI-R 
*4 + -+- 0 " erloschen 
Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaHCO, 
] 0.9 0.06 0 0.02 
2 0.914 0,042 0 0.02 
3 0,475 0,6 0 0.02 
*4 0.9 0.042 0 0.02 
III. Ein Kation um die Halfte vermindert. 
a) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
1 +. /2 + + sinkt erloschen unvolistandig 
2 + /2 + + sofort kontrakt. Stillstd. vollstandig erloschen = 
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Gehalt der Lésungen in Prozenten: 





NaCl KCl CaCl, NaHCO, 
1 045 0,042 0.774 0,02 
2 0,45 0.61 0,024 0.02 


Als Anhang: Na nicht ganz um die Hilfte vermindert. 




















NaCl KCl CaCl, Tonus Rhythmik Reversibilitat 
l ai. 0 a. steigt stark volistandig unvollstandig 
NaCi—R CaCl,—R 
2 a, tle 0 sinkt wenig verlangsamt reversibel 
NaCl—R KCI—R 
Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaCHO, 
0.475 0 Os 0.02 
2 0.475 0.6 0 0,02 
b) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
l + +. /2 of steigt wenig regelmabig nicht ganz 
vollstandig 
2 +. +-/2 + tA a rerlangsamt unvollstandig 
"3 + +. /2 + steigt unregelmafig, beschleunigt a 
Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl NaCHO, 
l 09 0.021 0.051 0.02 
2 0.916 0.021 0.024 0,02 
*3 09 0.021 0.024 0,02 
c) 
Na K CaCl, Tonus Rhythmik Reversibilitat 
l + =}. 1 2. sinkt regelmafig, aber haufiger volistandig 
2 + + ,2 | sinkt wenig verlangsamt = 
3 _ 0 + 2. steigt stark unregelmaBig beschleunigt unvollstandig 
*4 + 1/2 | sinkt erloschen, aber wiederkehr. reversibel 
Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaHCO, 
l 0.9 0,051 0,012 0,02 
2 0.907 0.042 0.012 0.02 
_.* 0,914 0 0,012 0,02 
*4 09 0.042 0.012 0,02 
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1V. Normaler NaCl-Gehalt. 
a) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibuilitat 
l t 0 + steigt orn erloschen, kehrt | unvollstandig 
wieder 
2 + 0 sinkt erhalten, spater seltener - 
3 tC 1. /2 + steigt wenig regelmaBig Ei 
4 - i+ 2 sinkt regelmaBig,aber hdujiger reversibel 
— werdend 
*5 i. b 0 erloschen 
*( n 2 erloschen, aber wieder: 
<i = kehrend 
°7 t 0 steigt stark beschleunigt unvollstandig 
*8 / steigt regelmaBig, spater ges | es handelt sich um 
< -” fordert allmahlich. Zusatz 
*9 - ; antangs erhalten, spater nicht reversibel 
= ac beschleunigt 
Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaHCO, 
l 0.9 0 0,079 0.02 
2 09 0,06 0 0,02 
3 0.9 0,021 0,051 0,02 
4 0.9 0,051 0,012 0,02 
*5 09 0,042 0 0,92 
*6 09 0.042 0.012 0,02 
*7 0.9 0 0,012 0,02 
*8 09 0.19—0,64 0,024 0,02 
*9 0.9 0,042 0.04—0,103 0,02 
b) Normaler KC1-Gebalt. 
Na Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
] + : 0 sinkt leicht beschleunigt, spater reversibel 
Pe undeutlich werdend 
9 0 + aie - volistandig erloschen unvoilstandig 
3 +/2\)+ + x erloschen és 
4 + + +. /2 J verlangsamt vollstandig 
*5 + t + 2 - erloschen, ab. wiederkehrend| reversibel 
*H + + 0 < erloschen ” 
*7 de + - sinkt wenig regelmafig, spater etwas gering, allmablich 
is o verlangsamt Zusatz 
*8 + aie steigt etwas gefordert nicht reversibel 
allm. Zusatz 
Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaHCO, 
1 0,914 0,042 0 0,02 
2 0 0,042 1,55 0,02 
q 0,45 0,042 0,75 0,02 
4 0,907 0,042 0,012 0.02 
*5 0.9 0.042 0.012 0,02 
*6 0.9 0,042 0 0.02 
*7 0,957—1,33 0,042 0,012 0,02 
*8 0.9 0,042 0,04—0, 103 0,02 
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Cc) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
1 a. 0 : steigt stark vermehrte schnelle reversibe! 
= Pendelbewegungen 
2 0 of. - steigt gestort, viellcichtetwas  unvollistand) 
8 
7 getordert 
3 +-/2 ad. + sofort Kontraktur = er/oachen ™ 
4 + +. /2 + steigt etwas regelmafig etwas ver- 
oi langsamt 
*5 +- +2 steigt unrege[mafig, etwas J 
i - beschleunigt 
*6 + 0 4 steigt stark regelmabig, aber be- nicht reversibel 
vg schleunigt 
*7 + + + sinkt wenig anf. regelmafig, spater allmahl. Zusatz 
etwas veriangsamt d. betr.Kations 
*8 + 4 + steigt ant. regelmafsig, spater BH 
og 8 etwas geférdert 
Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaHCO, 
l 0,933 0 0,024 0,02 
2 0 1,15 0,024 0,02 
: 0,45 0,61 0,024 0,02 
4 0.916 0.021 0,024 0.02 
*5 0.9 0,021 0,024 0,02 
*6 0,9 0 0.024 0.02 : 
*7 0,.957—1,33 0,042 0,024 0,02 
*8 0.9 0,19—0,64 0,024 0,02 
V. Vermehrung eines Kations. 
a) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
l ah 0 , steigt stark schnelle vermehrte Pendels reversibel 
, “—s hewequnag 
2 + 0 sinkt leicht beschleunigt, spater 
: - undeutlich 
3 als 0 + 2 steigt unregelmaBig beschlenniot nicht reversibel 
4 + + +. 2. sinkt wenig verlangsamt reversibel 
5 =}. 1. /2 - steigt wenig regelmafig, aber efwas vers nicht ganz voll 
‘ = langsamt standig 
*6 + + sinkt wenig anfangs regelmafig, spater 
= ae etwas veriangsamt 
Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaHCO, 
l 0.933 0 0.024 0.02 
2 0,914 0,042 0 0,02 
3 0.933 0 0.012 0.02 
4 0,475 0.6 0 0,02 
5 0.916 0.021 0.024 0.02 
*6 0,957—1,33 0.042 0.024 0.02 
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b) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
l + + 0 sinkt erhalten, spater seltener nicht vollstand 
a werdend, gestért 
2 0 of. steigt vielleicht etwas gefordert unvolistandig 
3 4. /2 L/D 0 sinkt volistandig erloschen reversibel 
NaCl-R KCI-R 
4 0 +. (2 +}. {8 steigt, spater nicht reversibe! 
KCL-R CaCl.—R_  Stillstand 
5 1/2 ee - sof, Kontraktur ra S unvollstandig 
6 + a} + 2 sinkt regelmafBig, aber Adusiger reversibel 
a werdend 
*7 ' ade + Steigt antangs unverandert, bei allmahl. Zusatz 
“4 oa weit. Zusatz getérdert von K 
Gehalt der Lésungen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaHCO 
l 09 0.06 0 0.02 
2 0 1,15 0,024 0,02 
3 O475 06 0 0.02 
4 0 0.6 OS! 0.02 
5 045 0.61 0.024 0.02 
6 09 0.051 0.012 0.02 
%7 09 0.19—0.64 0.024 0.02 
e) 
Na K Ca Tonus Rhythmik Reversibilitat 
l 0 +92 ‘2 steigt vollstandig erloschen nicht reversibel 
KCI-R CaCl—R 
2 4 0 -+. 9 steigt stark ¢rloschen unvollstandig 
NaCi—R CaCl.—R 
; 0 1. steigt anfangs erloschen, kehbrt 
= aber wieder 
4 0 4. sinkt stark vollstandig erloschen 
5 4/9 rc 1. sinkt erloschen 
6 + 4. /2 re steigtwenig regelmabig 
+7 - - . steigt anfangs erhalten, spater 
getordert 
Gehalt der Lésurgen in Prozenten: 
NaCl KCl CaCl, NaHCO, 
] 0 0.6 081 0.02 
2 0.475 0 O81 0.02 
3 09 0 0.79 0.02 
4 0 0,042 1.55 0.02 
5 045 0,042 0.75 0.02 
6 0.9 0.021 0.051 0.02 
*7 0.9 0.042 0.04—0_ 105 0.02 
Es ergibt sich nun folgendes: 
1. Eine vollstandig durch NaCl ersetzte Ringerlésung wirkt 


tonussteigernd ; 
eine vollstandig durch KCl ersetzte Ringerlésung 


senkend;: 


wirkt tonus- 
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eine vollstandig durch CaCl, ersetzte Ringerlésung wirkt tonus- 
senkend. 

2. In den der Ringerlésung isotonischen oder nahezu isotonischen 
Lésungen findet sich: 

Bei NaC!-Verminderung oder NaCl-Freitheit eine Tonussteigerung, 
wenn KCI vermehrt ist, eine Tonussenkung, wenn CaCl, vermehrt ist; 
vorausgeselzt, dap nicht ein Kation iiberhaupt fehlt; 

bei KCl-Verminderung oder KCI-Freiheit stets eine Tonussteigerung, 
gleich, ob CaCl,-Vermehrung oder NaCl-Vermehrung vorliegt; 

bei CaCl,-Verminderung oder CaCl,-Freiheit stets eine Tonus- 
senkung, gleich, ob NaCl-Vermehrung oder KCl-Vermehrung vorliegt. 

Oder vom Standpunkt der Vermehrung aus betrachtet: 

NaCl-Vermehrung wirkt tonussteigernd bei KCl-Verminderung und 
KCl-Fretheit, tonussenkend bei CaCl, -Verminderung und CaCl,-Fretheit ; 

KC1-Vermehrung wirkt tonussteigernd bei NaCl-Verminderung und 
NaCl-Freiheit, tonussenkend bei CaCl, -Verminderung und CaCl,-Freiheit; 

CaCl,-Vermehrung wirkt tonussteigernd bei KC1l-Verminderung und 
KCl-Fretheit, tonussenkend bei NaCl-Verminderung und NaCl-Freiheit. 

Zur Normalringerlésung in kleinen Mengen zugesetzt, wirken 


BE én cd: oe at ep ae ee See 
a 6s se & wt ee so 5 ee 
Celas «als w 6s 3 a 0 COE 


Ringerlésung mit halbem Kaliumgehalt bewirkt geringe Tonus- 
steigerung. 

Ringerlésung mit '/,, CaCl,-Gehalt bewirkt Tonussenkung. 

Kaliumfreie Ringerlésung wirkt stark tonussteigernd. 

Kalkfreie Ringerlésung wirkt stark tonussenkend. 

3. Was den EinfluB der Versuchslésungen auf den Rhythmus 
betrifft, so laBt sich mit Bestimmtheit sagen, dab die Rhythmik dann 
stark gestért ist, wenn die zu untersuchende Lésung eine erhebliche 
Tonussteigerung oder Tonussenkung hervorruft. Auffallend ist, dab 
bei ginzlichem Fehlen von NaCl oder bei Verminderung des NaCl 
um die Halfte meistens sehr grobe Rhythmusstérungen auftreten, 
wahrend diese bei Verminderung und Fehlen von KCl oder CaCl, 
oft nicht so hochgradig sind. Es liegt somit der Gedanke nahe, dal 
vielleicht dem NaCl, das die Hauptmenge der Kationen der Ringer- 
lésung darstelit, eben aus diesem Grunde ein EinfluB auf den Ablauf 
der normalen Rhythmik zukommt, eine Wirkung, die wiederum nicht 
dem NaCl als solchem zuzuschreiben, sondern die auch hier vom Stand- 
punkt der Ionenverschiebung zu beurteilen ware. 

Ein bestimmter gesetzmaBiger EinfluB der einzelnen Kationen 
auf den Ablauf der Rhythmik im Sinne einer Férderung oder Hemmung 
lieB sich im groBen und ganzen nicht feststellen. Es zeigte sich, dab 
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sowohl Lésungen mit halbem als auch solche mit vermehrtem KC\l- 
Gehalt (beide nicht isotonisch) eine leichte Férderung des Rhythmus 
hervorrufen. Ebenso wirkt auch eine Ringerlésung mit wenig ver- 
mehrtem CaCl,-Gehalt. | Normalringerlésung, der NaCl in kleinen 
Mengen zugesetzt wird, zeigt dagegen eine allmahlich zunehmende 
Verlangsamung der Muskeltiatigkeit. 

Wir sehen somit, daB man die Wirkung der Kationen der Ringer- 
lésung bzw. des Blutes nicht allein vom Standpunkt des Kaliums 
oder Calciums betrachten darf, sondern auch das Natrium_ beriick- 
sichtigen mub. 

Die Versuche sowohl von Tetzner und Turolt als von Rosemann 
lassen sich gréBtenteils in diese Betrachtungsweise einreihen. Wo 
Abweichungen vorhanden sind, sind sie dadurch zu erkliren, daB die 
Anderung des Natriumgehaltes ihren EinfluB geltend macht. 

Die geschilderten Versuche werden in Kiirze erweitert und er- 


ginzt werden. 
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Gesamtjodbestimmung in Organen, Blut und Harn. 


Von 
Richard y. Bodo. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der k, ungar, Elisabeth-Universitat 


Pécs.) 


(Eingegangen am 21, Juni 1925.) 


In einer friiheren Mitteilung!) wurde eine Methode beschrieben 
zur Bestimmung des ionisierten Jods im Harn. Im folgenden sei ein 
Verfahren mitgeteilt, welches die Bestimmung des Gesamtjods in Harn, 
Blut und Organen gestattet, gleichviel, ob dieses ionisiert oder organisch 
gebunden ist. Es gibt bereits viele Methoden zur Bestimmung des 
Gesamtjods, fast simtliche sind jedoch recht umstandlich, ohne zu- 
verlassige Resultate zu ergeben. 


Eine cer altesten ist die Bawmannsche *) Methode, bei welcher bekannt- 
lich die Veraschung der Organe in Gegenwart alkalischer Stoffe, namentlich 
von Atznatron oder Soda und Salpeter, geschieht, um nach Ansiiuern das 
Jod durch Nitrite frei zu machen und nach Ausschiitteln der Kolorimeter- 
bestimmung zuzufiihren. Die Jodausscheidung erfolgt aber meistens nicht 
quantitativ, so daB die Methode kleinere Mengen ergibt als tatsiachlich 
vorhanden sind. 

Eine weitere ziemlich verbreitete Methode ist die Blum-Gruetzner- 
sche*), die zwar bessere Werte ergibt, wegen ihrer Umstindlichkeit und 
Langwierigkeit jedoch zu Versuchsreihen nicht gut anwendbar ist. 

Erwihnt sei weiterhin das Verfahren von Baubigny und Chavanne*), 
bei welcher die AufschlieBung im sauren Medium geschieht, und zwar 
mittels konzentrierter H,SO, und Chromsiiure, das entstandene Jodat 
durch AgNO, gebunden wird, das Chlor und Brom gasférmig entweicht 


1) R. v. Bodé, Jodidbestimmung im Harn, diese Zeitschr. 160, 386, 1925. 
2) B. Baumann, Zeitschr. f. physiol. Chem, 21, 489, 1895; 22, 1, 1896/97. 
3) F. Blum und R. Gruetzner, ebendaselbst 85, 429, 1913; 91, 392, 1914. 
*) Baubiqny urd Chavanne, Chem.-Ztg. 35, 906; C. r. 186, 1197. 
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und danach das Ag JO, mit Natriumsulfit reduziert und in einem Gooch 
tiegel gemessen wird, 

Bei der Methode von Buchhaltz') des im Blut enthaltenen Jods wird das 
Jod bei alkalischer Reaktion durch Permanganat in Jodat umgewandelt, 
der Uberschu8 von Permanganat durch Alkohol reduziert und letzteres 
durch Kochen vertrieben. Die Lésung wird filtriert und zur Entfernung 
der Nitrite mit Essigsiure und Ammoniumchlorid gekocht, wobei die 
Nitrite auf Wasser und Stickstoff zerfallen. Die Jodate werden nach Zu- 
gabe von Jodid und Salzsiure titriert. 

Die genauesten Werte scheint die Methode von Kendall und Richard- 
son*) zu ergeben, bei welcher die Veraschung auf recht komplizierte Weise 
in mehreren Phasen geschieht in Gegenwart von NaOH und Ba(OH),, 
danach wird die alkalische Schmelze gelést und filtriert, zur Lésung Natrium- 
bisulfit gegeben, dann mit Phosphorsiiure neutralisiert bzw. angesiiuert 
und das Jod durch Brom in Jodat oxydiert. Der Uberschu8 von Brom 
wird durch Erhitzen entfernt. Um das etwa zuriickgebliebene Brom zu 
binden, wird etwas Salicylsiiture und nach Erkalten der Lésung KJ und 
Siure zugefiigt und mit Na,S,O, titriert. Durch diese Methode kiénnen 
auch recht kleine Mengen von Jod bestimmt werden, jedoch erschwert 
die Umstindlichkeit ihre Anwendung. 

Die Methode, die ich im folgenden mitteilen méchte, ist auBerst 
einfach, fiihrt rasch zum Ziele und gibt dabei selbst bei kleinsten Jod- 
mengen sehr genaue Werte. Ihr Prinzip ist, daB wir das Material nach 
Eindampfen in alkalischem Medium (NaOQH oder KOH) mit Hilfe 
von Salpeter verbrennen, nach Auflésen und Filtration der Schmelze 
die gewonnene Lésung genau neutralisieren und danach eine Jodid- 
bestimmung nach dem L. Winklerschen*) Prinzip mit derselben vor- 
nehmen, d. h. die Jodide mit Chlorwasser in Jodate umwandeln (somit 
die sechsfache Menge des urspriinglich vorhandenen Jods zur Be- 
stimmung gelangt), den Uberschu8 von Chlor durch Erhitzen ent- 
fernen und zur abgekiihlten Lésung KJ und Saure geben und mit 
Na, 8, O, titrieren. 

Zur Erlauterung des Verfahrens diene folgendes: 

Das Eindampfen mit Lauge ist bei Harn, Blut und auch bei den 
Organen deshalb angebracht, weil auf diese Weise bei der spateren 
Verbrennung das Spritzen vermieden wird. Die Anwendung von 
NaOH ist zweckmaBiger als die von KOH, weil bei letzterem die 
Gefahr des Spritzens stets gréBer ist. 

Beim Verbrennen ist es deshalb zweckmaBig, Salpeter anzuwenden, 
weil dadurch die Verbrennung in viel kirzerer Zeit vollstandig wird, 


') J. Buchholtz, Arch, f. exper. Pathol. u. Pharm. 81, 289, 1917. 

2) EB. C. Kendall und Richardson, Journ, of biol. Chem, 48, 161, 1920; 
E. C. Kendall, ebendaselbst 48, 149, 1920. 

3) L. Winkler, Pharmazeutische Zentralhalle 63, 384. 
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als ohne denselben. KNO, wirkt energischer als NaNQO,, jedoch ist 
letzteres, was das StoBen anbelangt, weniger gefaihrlich. Von dem 
Salpeter streuen wir wiederholt ganz kleine Mengen (etwa 0,005 bis 
0,010 g) auf die zu verbrennende Substanz, und zwar so lange, bis 
die Schmelze auf Zugabe von Salpeter nicht mehr schiumt, also keine 
organische Substanz mehr zugegen ist. 

Besonders zu achten ist nach Auflésen der Schmelze auf ihre 
Neutralisation bzw. Ansaiuerung, da das Gelingen der danach folgenden 
Jodidbestimmung in hohem Mabe von der Aciditaét der Lésung ab- 
hangt. Da das Eindampfen bzw. die Veraschung in Gegenwart von 
viel Lauge (5 bis 10g) erfolgt, wenden wir zur Neutralisation der 
Schmelze 50 proz. H, SO, oder 37 proz. HCl an, um die Lésung méglichst 
wenig zu verdiinnen. Als Indikator dient das Methylorange, und sobald 
die Farbe der Lésung in Rot umschligt (in Anbetracht der verwendeten 
konzentrierten Saure), sind wir weit tiber den Neutralpunkt und miissen 
nun mit schwacher Lauge bis zur Ubergangsfarbe wieder zuriick- 
titrieren. Danach geben wir, um den optimalen Sauregrad zu er- 
reichen, noch 1eem nHCl zur Lésung. Andere Sauren, z. B. Eis- 
essig oder konzentrierte Phosphorsiure, diirfen nicht verwendet 
werden, da sie zur Pufferbildung fiihren, wodurch die Neutrali- 
sation unvollstandig wird und somit die Bestimmung falsche Werte 
ergibt. 

Vom Chlorwasser ist verhaltnismaBig viel anzuwenden, weil es 
nicht allein zur Oxydation des Jodids zu Jodat dient, sondern 
auch dazu, daB die Nitrite, die teilweise durch die Oxydation der 
stickstoffhaltigen Substanzen, teilweise durch die Reduktion der 
zugegebenen Nitrate (Salpeter) entstehen, zu Nitraten oxydiert 
werden. Es konnte experimentell bewiesen werden, daf das Chlor- 
wasser selbst groBbe Mengen von Nitriten vollstandig zu Nitraten 
oxydiert. 

Die Bestimmung geschieht im einzelnen auf folgende Art: Die 
zu bestimmende Substanz: Harn, Blut oder Organ, wird zur Vermeidung 
von Verlusten durch Spritzen in einen méglichst hohen und schmalen 
Nickel- oder Silbertiegel gegeben und mit pulverisiertem Na O H bestreut. 
Zu 25cem Harn oder bei Anwendung von etwa 2g Organsubstanz 
bzw. Blut geniigen 5g NaOH, bei gréBeren Organmengen sind schon 
10g nétig. Das Ganze wird auf einem Wasserbad eingedampft, bis 
der Harn oder das Blut trocken ist bzw. das Organ sich verfliissigt 
hat. Danach erfolgt die Verbrennung, und zwar so, daB wir mehrmals 
0,005 bis 0,010 g NaNO, auf die Substanz streuen, bis kein Schiumen 
mehr erfolgt. Die abgekiihlte Schmelze wird in warmem Wasser gelést 
und filtriert (eventuell durch Watte) in einen Kolben von 300 ccm, 
wobei manchmal auf dem Filter Nickelpartikelchen zuriickbleiben ; 


26 * 








404 R. v. Bodo: 


zu dem vollstandig klaren Filtrat werden | bis 2 Tropfen Methylorang 
gegeben, worauf die Neutralisierung und Ansauerung in oben be 
schriebener Weise erfolgt. Erfolgt der Farbenumschlag nicht schar} 
genug, so liegt das daran, dab die Lésung bei der Prozedur sich erwarnit 
hat. Nach Zugabe von einigen Bimssteinkérnchen geben wir frisc} 
bereitetes, gesattigtes Chlorwasser zur Lésung (auf 25 cem Harn ode: 
2g Organ 15 ccm Chlorwasser) und erwairmen den Kolben auf freic: 
Flamme. Nach Erhitzen von 10 bis 15 Minuten kénnen wir gewiB sei: 
daB kein Chlor mehr anwesend ist, wir kénnen uns aber davon auc! 
so tiberzeugen, dab wir 1 Tropfen Methylorange zur Lésung geben 
wenn die Lésung die rote Farbe beibehalt, ist kein Chlor anwesend 
Nach Abkiihlen der Lésung geben wir Kaliumjodid hinzu (bei kleine: 
Jodmengen 10 Tropfen einer 10 proz. Lésung) und 20 proz. reine (H, PO, 
freie) Phosphorsiure (10 ccm), ferner Starke (10 Tropfen einer | proz 
Lésung) und titrieren nach 10 Minuten langem Stehen mit einer Na, 5, O, 
Lésung (0,1 bis 0,005 n). 

Von der Brauchbarkeit der Methode iiberzeugten wir uns, indem 
wir einerseits bekannte Mengen von reinem KJ, andererseits bekannt: 
Mengen von Jodipin zum Harn bzw. zu den Organen gaben. 


Die Resultate der Bestimmungen zeigen die folgenden Tabellen 


Tabelle I. 
Harn + KJ. 





a ~ h Verbraucht 0,/n Gefunden sechsfache Getunden 
od Nay S, Os-Lésung Menge Jod als HJO, Jod 
g com & ~ 
12,02 0,152 56 
0,0255 12,02 0,152 56 0.0254, 
12,03 0,152 69 
3,00 0,038 08 
0,0064 3.02 0,038 33 0,0063, 
3,04 0.038 58 
Verbraucht 0,01 n 
Naz S2 O3-Lésung 
11,98 0,015 21 
0,0025 12,00 0,015 23 0,0025, 
12.01 0.015 24 
2.98 0,003 78 
0.0007 2'96 0,003 76 0.0006, 
3.00 0,003 81 
Verbraucht 0,005 n 
Nay, Sp O3-Lésung 
3,01 0,001 91 
0,0008, 2,96 0,001 88 0.0003, 


2,99 0,001 89 
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Tabelle 11. Muskel K J. 





a =~ ws Verbraucht 0,1 Getunden sechstache Getunden 
od Nay Sp Oy-Lésung Menge Jod als HJO, Jod 
& s 7 & 
12.03 0,152 69 
0.0255 12,02 0,152 56 0.0254, 
12,03 0,152 69 
3.01 0,038 20 
0.0064 3,03 0,038 46 0.0063, 
3,02 0,038 33 
Verbraucht 6.01 n 
Nay, Se Og-Lésung 
11,96 0,015 18 
0.0025 11,98 0,015 21 0.0025, 
12,00 0,015 23 
3,00 0,003 81 
0.0007 2,99 0,003 80 0.0006, 
3,01 0,003 82 
Verbraucht 0,005 n 
Nay Se OgsLosung 
2,95 0,001 87 
0.0003, 2.98 0,001 88 0.0008, 
2,99 0,001 89 


Jodbestimmung im verwendeten Jodipir 


Tabelle 111. 











A bgewogene Py ome ® - Getunden sechsfache Getunden Jodgehalt 
Jodipinmenge ’ 1 joung. Menge Jod als HJO, lod des Jodipins 
g ccm g 8 Proz 
0,0370 18,9] 0,0240, 0,0040, 10.81 
0,0315 16,21 0,0205, 0,0034, 10,89 
0.0339 17,48 0.0221, 0,0037, 10,91 

Mittel: 10.87 
Tabelle 1V. Harn Jodipin. 

Zugetiigt Jodipin , Verbraucht Getunden sechs- 
(Jodgehalt Zu etugt 001tn Nag So Ons fache Menge Jod — 
10,87 Proz.) Losung als HJO, 

x g ccm & & 
0.0340 00036, 17.34 0,0220, 0.0036, 
0,0243 00026, 12,49 0.0158, 0.0026, 
0.0210 0.0022. 10.76 0,0136, 0.0022, 

Tate le V. Muskel de dipin. 

Zugefugt Jodipin ’ : Verbraucht Getunden sechs- . 
Ulodgehalt —- 001n Na,S,O tache Menge Jod — 
10,87 Proz.) i Losung als HJO be 

~ £ ccm mY x 
0,0258 0,002, 13,29 0.0168, 0002s, 
0,0327 00035 16,70 0.0211, 0.0035, 
0.0273 0.0029, 14,11 0.0179, 0.0029. 





Adsorption von Jiweibabbauprodukten 
durch die Formelemente des Blutes in vivo und in vitro. 


V. Mitteilung: 


EinfluB des Chinins auf die Adsorption des Diphtherietoxins durch die 
Erythrocyten. 


Von 
B. Sbarsky und L. Subkowa. 


Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 23, Juni 1925.) 


In friiheren Mitteilungen!) wurde bewiesen, dai die roten Blut- 
kérperchen die Fahigkeit, EiweiBabbauprodukte im gréBerer oder 
geringerer Menge zu adsorbieren, besitzen, waihrend dem Serum und 
Plasma diese Eigenschaft fehlt. Diese Adsorptionsfahigkeit hat sich 
bei verschiedenen Tierer (Ratten, Kaninchen, Meerschweinchen, 
Pferden, Hiihnern, Tauben) als nicht identisch herausgestellt (2), was 
durch die verschiedene Beschaffenheit der roten Blutkérperchen oder 
des Plasmas erklart werden kénnte. 

Es schien uns von Interesse, den EinfluB, den die Verinderung 
les Milieus auf die Adsorption von EiweiBabbauprodukten ausiiben 
kénnte, zu untersuchen. Zu diesem Zwecke versetzten wir Blut- 
kérperchen mit Chinin in verschiedenen Mengen und bestimmten die 
Veranderung, welche die Adsorption von Eiweibabbauprodukten aus 
dem Diphtherietoxin durch die Zusitze erfuhr. 


Versuche in vitro. 

Wir wahliten Chinin aus folgenden Griinden: 

Nochtund Morgenroth (3), Halberkann (4), Schilling und Boecker (5) haben 
eine ,,Speicherung* des Chinins in den roten Blutkérperchen nachgewiesen 
Dies wurde spater auch von Acton und King (6) und anderen bestatigt ; 
naher wurde diese Frage durch Anwendung einer neuen Methode von Rona 


1) Erste, zweite, dritte und vierte Mitteilung, diese Zeitschr. 185, 21; 


141, 33; 141, 37; 155, 495. 
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und Bach (7), von Rona und Bloch (8) im Jahre 1922 erforscht. Zu ihren 
Versuchen benutzten diese Forscher mit physiologischer NaCl-Lésung aus- 
gewaschene Erythrocyten, denen sie verschiedene Mengen Chininchlorhydrat 
zusetzten, Nach dem Abzentrifugieren der Erythrocyten bestimmten sie 
die in der Lésung zuriickgebliebene Menge Chinin. Sie zeigten, daB Chinin 
von roten Blutkérperchen in groBen Mengen gebunden wird und daB die 
gebundene Chininmenge mit steigendem Gehalt des Gemisches an roten 
Blutkérperchen wiichst. Es wurde gezeigt, daB 1. die Bindung des Chinins 
an die roten Blutkérperchen mit unmebarer Geschwindigkeit erfolgt und 
darum die Zeit keinen EinfliB hat, 2. daB die Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Chininbindung ebenfalls ohne EinfluB ist. 

Man konnte daher erwarten, daB die mit Chinin belegten Blut- 
kérpercben weniger EiweiBabbauprodukte als nicht behandelte ad- 
sorbieren wiirden. Versuche bestitigten diese Voraussetzung voll- 
stindig. 

Salzsaures Chinin (Kahlbaum) wurde den Erythrocyten zugesetzt, 
und zwar derartig, dab die Konzentratioa des Chinins in der gesamten 
Lésung 0,05 bis 1,5 Proz. betrug. Wegen der geringeh Léslichkeit 
des Chinins konnten gréBere Konzentrationen nicht angewandt werden. 
Das Chinin wurde in destilliertem Wasser oder in physiologischer 
Lésung gelést, und zwar in solcher Konzentration, daB man den Ery- 
throcyten immer 1] ccm dieser Lésung zusetzte. In der Tabelle I sind 
die Konzentrationen des Chinins, in Prozenten auf das Volumen der 
gesamten Ingredienzien (Blut, EiweiBabbauprodukte) bezogen, an- 
gegeben. Als EiweiBabbauprodukte benutzten wir unter Toluol in 
der Kalte aufbewahrtes Diphtherietoxin, von dem eine kleine Portion 
fiir jeden Versuch abfiltriert wurde. 

Zur Bestimmung der EiweiBabbauprodukte diente die von uns 
schon in unserer ersten Mitteilung beschriebene Methode von Bach. 
Zur Verwendung kam Oxalatblut oder defibriniertes Blut. Das aus 
der Ohrvene des Kaninchens gewonnene Blut wurde unter standigem 
Umriihren in eine 0,4proz. Ammoniumoxalatlésung aufgenommen, 
wobei die Blutmenge der Menge der Oxalatammoniumlésung gleich 
war. Die absolute Menge der adsorbierten EiweiBabbauprodukte hingt 
von der Menge der Blutkérperchen ab. Da uns im gegebenen Falle 
nur der EinfluB8 des Chinins auf diese Adsorption interessierte, so 
hielten wir es fiir unnétig, bei allen Versuchen eine gleiche Blutmenge 
anzuwenden, da ja die ganze Serie nebst allen Kontrollen demselben 
Gemisch von Blut und Ammoniumoxalat entnommen wurde. 

Da in der Bachschen Methode zur Bestimmung der EiweiBabbau- 
produkte die Hauptrolle der Perhydridase (Milch)') zukommt, so schien 
es vor allem wichtig, den etwaigen EinfluB des Chinins auf die Wirkung 


1) Das Ferment wurde damals noch nicht von uns isoliert. Siehe diese 
Zeitschr. 155, 485, 1925. 
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dieses Ferments bei der Reduktion des Nitrats zu Nitrit in Anwesenheit 
von Diphtherietoxin klarzulegen. Frischer Milch (Perhydridase) wurden 
verschiedene Chininmengen, Diphtherietoxin und Nitratlésung zugesetzt. 
Kontrollversuche mit denselben Substanzen ohne Chininzusatz. 

Je 3cem Milch wurden mit | cem Chininlésung verschiedener Kon- 
zentration, |eem Diphtherietoxin und leem einer 25proz. Nitratlésung 
versetzt. In der Kontrolle wurde zum Ausgleich statt Chinin 1 cem de- 
stillierten Wassers zugefiigt. Die Proben wurden bei 60° eine halbe Stunde 
gehalten und darauf der Nitritgehalt nach der bekannten Methode von 
Tlosvay-Lunge bestimmt. Zahlreiche Versuche haben erwiesen, da® in Jer 
genannten Konzentration das salzsaure Chinin fast keinen EinfluB auf die 
Reduktion des Nitrats zu Nitrit ausiibt. 


Einige Resultate sind in der Tabelle I angefiihrt. 


Tabelle I. 





Chinins Ny», Os; in mg. Versuche Nr. 
konzentration - — . . 
—a ] 9 11 15 16 20 32 
0 0.0244 0.0263 0,0390 0.0259 0.0278 0,0296 
0,05 — — 0.0346 _ 0.0278 — 
0,10 ian 0.0246 _ — — — 
0,15 —_- , — — — — 0,0300 
0,25 0.0226 0.0270 0.0346 = 0.0278 -—— 
0,50 0.0254 0,0248 —_ 0,0259 0.0278 0.0300 
0,75 0,0274 0,0273 — 0,0259 _— —_— 
1,00 — coe —_ — —_— —_ 
1,25 0.0259 00,0248 ~ _ — — 
1,50 — — 0.0346 0,0259 — 0.0296 


Nachdem festgestellt worden war, daB Chinin keinen Einflub 
auf die Bestimmung der EiweiBabbauprodukte hat, wurden Versuche 
mit Blut angestellt. Eine Reihe von Probierréhrchen wurden mit 
je 2cem Oxalatblut (1 cem reinem Blute) und | ccm salzsaurer Chinin- 
lésung verschiedener Konzentration versetzt, zum Kontrollversuch 
mit je leem physiologischer Lésung statt Chinin. Die Proben lieB 
man 15 bis 45 Minuten in einigen Versuchen im Thermostaten bei 
37°, in anderen bei Zimmertemperatur stehen. Jede Probe erhielt 
dann je leem Diphtherietoxin, und die Reaktionsgemische wurden 
noch weitere 30 Minuten bei Zimmertemperatur zur Adsorption der 
EiweiBabbauprodukte aufbewahrt. Darauf wurden je 3cem Milch, 
1 cem Nitratlésung zugefiigt und die Menge des erhaltenen Nitrits 
bestimmt. Die in Tabelle II zusammengestellten Resultate lassen 
unzweideutig den starken EinfluB des Chinins auf die Adsorption der 
EiweiBabbauprodukte erkennen. 

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, betrigt bei verschiedenen 
Konzentrationen des Chinins seine hemmende Wirkung 10 bis 45 Proz. 


der Adsorption. 
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Tahelle 11. 





Ads« t Pro 
Chinin- option in Proz 


konzentration ohne Puffersubstrat mit Puffersubstrat 

Proz. 1 2 3 4 5 6 7 8 
0 78 83,7 70 85 77 84.1 777 
0.05 83 == 77 _ 75 71 774 
0,10 80 — — S4 —_— _— — —_ 
O15 a= —_ -- — — — — 

0,25 75 71,7 61 77 73 65 50 49.4 
0,50 64 65 50 69 —_ — om om 
0,75 61 65 35 68 a — — — 
1.00 — — —_ —_ om — —_ —_ 
1,25 — 57.5 34 58 46 on — 36.8 
1,50 — — — = a 63 49 — 


Ahnliche Versuche wurden auch in Anwesenheit von verschiedenen 
Puffersubstanzen angestelit, da der Emflu6B des Chinins auf die Ad- 
sorption von der Wasserstoffionenkonzentration abhaingen konnte. 

Die Versuche ergaben insofern einige Unterschiede, als in diesem 
Falle schon die Chininkonzentration von 0,05 Proz. sich als deutlich 
hemmend erwies (s. Tabelle II, Nr. 6, 7, 8).  Kaufliches salzsaures 
Chinin besitzt eine schwache alkalische Reaktion gegen Lackmus 
und Phloroglucin. Eine ganze Reihe von Versuchen wurde mit 
vorher durch dezinormale Salzsaurelésung neutralisiertem Chinin 
angestellt. Die Resultate blicben unveraindert. Von der Kon- 
zentration 0,1 Proz. ab iibte das Chinin eine deutliche hemmende 
Wirkung aus. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB die vom Chinin belegten roten 
Blutkérperchen die EiweiBabbauprodukte in geringerer Menge als in der 
Kontrolle ohne Chininzusatz adsorbieren. 

Weitere Versuche wurden iiber den EinfluB8 der gleichzeitigen 
Anwendung von Chinin und Toxin (vorher zusammengemischt) auf 
die Adsorptionsfahigkeit des Blutes ausgefiihrt. 

10cem Toxin wurden mit 10 cem Chininlésung vermischt. 2 ¢em aus 
diesem Gemisch wurden mit 2 cem Oxalatblut versetzt und auf 30 Minuten 
im Thermostaten stehengelassen und wie in friiheren Versuchen weiter 
behandelt. Die Konzentration des Chinins betrug 0,05 bis 1,5 Proz. des 
Volumens des Gesamtgemisches. 


Das Resultat zeigte einige Abweichungen. 

Die Adsorption wird hier durch das Chinin nicht in demselben 
MaBe wie bei dem aufeinanderfolgenden Zusatz gehemmt. Wahrschein- 
lich erfolgt in vorliegendem Falle eine Verteilung der Blutkérpercben- 
oberflache zwischen zwei Substanzen. 
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Tabelle 111. 





Chinin- Adsorption in Proz. 
konzentration —— . —— - _ 

Proz. ' 2 3 
0 63,9 52,7 58 
0,05 66.9 62.4 61,1 
0.10 — ain leak 
O15 — 54.3 66.7 
0,25 53,3 —_ 58.9 
0,50 one on ane 
0,75 _- _ _— 
1,00 — cme im 
1,25 51.2 50.3 56,8 
1,50 — — _— 


Noch tiberzeugender waren die Resultate, wo wir zuerst Toxin 
den Erythrocyten zufiigten, 30 Minuten stehen lieBen und erst dann 
Chinin zusetzten. 

Tabelle 1V. 





Chinin- Adsorption in Proz. 
konzentration 

oats 1 2 3 4 
0 82.8 78,2 68.5 704 
0,05 80 78 74.4 63 
0.10 om om om _— 
0.15 — 67.6 61.6 62.8 
0,25 73,4 64.8 62.8 61 
0,50 — — 60.7 52:3 
1.00 — om oa ioe 
1 2 53.3 60.6 58.9 46.7 
1,50 — one — —— 


Die angefiihrten Beispiele weisen alle darauf hin, dag Chinin sich 
energischer als EiweiBabbauprodukte mit den Blutkérperchen verbindet, 
was zu einer Verringerung der Adsorptionsfdhigkeit der Blutkérperchen 
gegeniiber EiweiBabbauprodukten fiihrt. 


Versuche in vivo. 

In der ersten Mitteilung (Sharsky) wurde die Hypothbese aufgestellt, 
daB zwischen der Fiahigkeit der Erythrocyten, die Eiweibabbau- 
produkte zu adsorbieren, und den Erscheinungen der Immunitat ein 
gewisser Zusammenhang bestehe. In der Folge konnten Sbharsky und 
Michlin (2) zeigen, daB das Binden der Eiweibabbauprodukte aus 
dem Diphtherietoxin durch Erythrocyten verschiedener Tiere in direkter 
Proportion zur Empfanglichkeit derselben Tiere fiir das Toxin steht. 
Und zwar adsorbieren die Erythrocyten der Ratten (gegen Diphtherie- 
toxin am wenigsten empfindlich) durchschnittlich 14 Proz. der vor- 
handenen EiweiBabbauprodukte, die Erythrocyten der Taube, die 
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gegen Diphtherietoxin am _ starksten empfindlich sind, im Mittel 
etwa 92 Proz. 

Da die angehenden Versuche uns belehrten, daB Chinin in vitro 
die Adsorption der EiweiBabbauprodukte aus dem Toxin hemmt, 
so lag der Gedanke nahe, den EinfluB des Chinins auch in vivo, im 
Zusammenhang mit der Empfanglichkeit des Tieres gegeniiber Di- 
phtherietoxin zu untersuchen. Als Versuchstiere benutzten wir 
Kaninchen. Im Durchschnitt konnte das Kaninchen leicht und ohne 
jegliche wesentliche Lebensbeeintrachtigung eine Chinindosis zwischen 
0.03 bis 0,05 cem auf 1 kg Gewicht ertragen. Diese Dosis wurde immer 
in 8eem physiologischer NaCl-Lésung in die Ohrvene oder subkutan 
eingefiibrt, und sofort nachher bekam das Kaninchen auf demselben 
Wege Diphtherietoxin, und zwar in einer minimalen  Letaldosis 
(D. m.1.), fiir unser Toxin gleich 0,0015 cem auf 1 kg Gewicht. Die 
Untersuchungen wurden in der Weise ausgefiihrt, daB fiir jede Versuchs- 
reihe vier Kaninchen benutzt wurden, darunter stets eins als Kontroll- 
tier (Toxin allein) und die iibrigen drei (Chinin und darauf Toxin) 
als Hauptversuchstiere. Die Versuche wurden an 38 Kaninchen durch- 
gefiihrt und ergaben folgende Resultate. 


Tabelle V. 





Chinin, Chinin-Toxin Toxin, 
Reihenfolge d. Injektion. . nachher Toxin im Gemisch nachher Chinin 
Injektionsart. . .- .. . Intravenéds Subkutan Intravenés Subkutan Intravenés Subkutan 
Zah! der Versuchstiere 27 1] 55 15 1] 9 
Versuchstiere tiberlebten 4 8 A 9 : 8 
dieKontrolltiere durch | 3 von < von a 1) Von < 
schnittlich in Tagen | bis A bis wa 2 bis ~ 


Die Kaninchen, welche zuerst Chinin und darauf Toxin intra- 
venés bekamen, iiberlebten die Kontrollkaninchen um 3 bis 4 Tage, 
lebten also ungefahr doppelt so lange wie die Kontrolltiere. Die Aktivitat 
des eingefiihrten Toxins nahm unter dem EinfluB der Chininzufuhr 
ab, jedoch nicht geniigend, um ganz unschadlich zu werden. 

Bedeutend bessere Resultate ergaben die subkutanen  Ein- 
spritzungen. Um in diesem Falle den Tod des Kontrollkaninchens 
nach 3 bis 4 Tagen hervorzurufen, muBbte die Toxindosis verdoppelt 
werden. Bei subkutaner Injektion iiberlebten die Kaninchen, welche 
zuerst Chinin bekamen, die Kontrolltiere mindestens um 7 bis 9 Tage: 
die meisten blieben iiberhaupt am Leben. Der Unterschied in der Chinin- 
wirkung bei intravenéser und subkutaner Injektion ist leicht ver- 
standlich. 
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Es ist tatsachlich von einer gréBeren Anzahl von Forschern (Halber- 
kann, Giemsa, Boecker, Rona) festgestellt worden, daB Chinin nur eine kurze 
Zeit im zirkulierenden Blut nachzuweisen ist. So zeigte Boecker (9), daB 
nach intravenéser Injektion die urspriingliche hohe Konzentration des 
Chinins im Blute sehr schnell herabsank, so daB man schon nach wenigen 
Minuten besonders empfindliche Untersuchungsmethoden anwenden muB, 
wenn man die verbleibenden yeringen Spuren nachweisen will. Rona und 
Bloch (8) zeigten, daB das Verschwinden des gréBten Teiles des Chinins 
aus dem Blute mit auBerordentlicher Schnelligkeit erfolgt, praktisch sofort. 
Andererseits geht aus der Arbeit von Cahn und Bronner (10) hervor, daB 
ein Teil des subkutan eingespritzten Chinins an der Einspritzungsstelle in 
Form eines Depots liegen bleibt. 

Auf Grund dieser Beobachtungen laBt sich auch der Unterschied 
der Chininwirkung bei subkutaner oder intravenéser Injektion er- 
klaren. 

Betrachten wir ein so schnelles Verschwinden des Chinins aus 
dem zirkulierenden Blute, wie es Boecker sogar bei subkutaner Chinin- 
einfiihrung am Menschen gezeigt hat, wo schon nach 10 Minuten Chinin 
im Urin erscheint, so kénnen wir annehmen, da} zum Moment der 
Toxineinspritzung nur ein geringer, mit den Blutkérperchen  ver- 
bundener Teil des Chinins die Adsorption des Diphtherietoxins hemmte. 
Das ist der Grund, weshalb die Kaninchen, welche Chinin und darauf 
Toxin bekamen, doch teilweise zugrunde gingen (sogar bei subkutaner 
Injektion), wenn sie auch in diesen Fillen die Kontrollkaninchen 
durchschnittlich um 10 Tage iiberlebten. Man mu daher annehmen, 
daB die Menge des von den Blutkérperchen gebundenen Toxins in 
Anwesenheit von Chinin doch geniigend war, um den Tod langsam 
herbeizufiihren. Aus den Versuchen in vitro ersehen wir, da mit 
Steigerung der Konzentration des Chinins die Menge der von dea 
Blutkérperchen adsorbierten Eiweibabbauprodukte sinkt. Das isi 
der Grund, weshalb wir bei subkutaner Injektion, wo sich anscheinend 
ein Depot von Chinin, das in kleinen Dosen in das zirkulierende Blut 
eindringt, bildet, in vielen Fallen vollstandiges Uberleben erhielten. 

Bedeutend bessere Resultate wurden erlangt, als wir fiir In- 
jektionen zu einem Gemisch von Chinin und Toxin iibergingen. Hier 
hatten die Erythrocyten gleichzeitig mit Chinin und Toxin zu tun 
und konnten diese Substanzen nach ihrer entsprechenden Adsorptions- 
fahigkeit binden. 

Die Versuche in vitro zeigten, dab Chinin durch die Erythrocyten 
starker gebunden wird als EiweiBabbauprodukte aus dem Toxin. 
Deshalb konnten wir erwarten, daB das mit Chinin gleichzeitig ein- 
gefiibrte Toxin in vivo in geringerer Menge von den Blutkérperchen 
gebunden wird uad der EinfluB des Toxins folglich ein schwacherer 
. 


sein wiirde. 
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Wir bereiteten das Gemisch unmittelbar vor dem Einspritzen, 
und zwar so, dab auf 0,1 g Chinin in 7 cem physiologischer Lésung 
eine letale Dosis Toxin genommen wurde (diese Zahl schwankte, da 
wir mit verschiedenen Toxinen arbeiteten). Die Mischung Chinin— 
Toxin wurde stets ex tempore vorbereitet. Die Versuche wurden 
wie oben reihenweise mit einem Kontrolltier in jeder Reihe angestellt. 
Die Versuche wurden an 70 Kaninchen durchgefiihrt. Resultate in 
der Sammeltabelle V. 

Wir sehen, da bei gleichzeitiger Einfiihrung von Chinin und Toxin 
die Resultate klarer ausfielen. Auch hier haben wir einen recht scharfen 
Unterschicd zwischen intravenéser und subkutaner Injektion. Bei 
der ersteren hatten wir entweder vollstandiges oder durchschnitt- 
lich nicht weniger als zehntigiges Uberleben des Kaninchens (bei 
aufeinanderfolgender Einfiihrung hatten wir in diesem Falle kein 


volistandiges Uhberleben). Bei subkutaner Injektion blieben alle 
Kaninchen am Leben. Die Kontrollkaninchen erlagen alle nach 
3 bis 4 Tagen. Diejenigen, welche eine letale Toxindosis in 


einem Gemisch mit 0,1 g Chinin bekamen, leben heute schon linger 
als 10 Monate. 

Endlich wurden noch Versuche mit vorheriger Toxin- und darauf- 
folgender Chinineinfiihrung angestellt. Hier sollte das Chinin das 
schon von den Blutkérperchen gebundene Toxin verdrangen. Die 
Resultate waren etwas weniger befriedigend als bei ungleichzeitiger 
Einfiihrung ia umgekehrter Reihenfolge, und zwar bei intravendéser 
Einspritzung tiberlebten die Versuchskaninchen die Kontrollkaninchen 
durchschnittlich 3 Tage, und bei subkutaner Einspritzung waren Faille 
vollstandigen Uberlebens weit seltener als bei vorheriger Chinin- mit 
darauffolgender Toxineinfiihrung. Diese Versuche wurden an 20 Ka- 
ninchen durchgefiihrt. 

Mit Riicksicht auf die mit ciner letalen Toxindose erhaltenen 
Resultate erschien es interessant festzustellen, in welchem MaBe die 
hemmende Wirkung des Chinins sich auf eine gréBere Menge letaler 
Toxineinheiten erstreckt. Derartige Versuche wurden ebenso wie die 
oben geschilderten reihenweise mit je vier Tieren angestellt. Injektionen 
wurden an 50 Kaninchen vorgenommen, wobei das Chinin intravendés, 
subkutan und in einem Gemisch mit Toxin eingefiihrt wurde. Die 
Chinindosis blieb dieselbe, wihrend die Toxindosen zwischen 10 bis 
500 Einheiten schwankten. Der Tod des Kontrollkaninchens trat 
dabei 10 bis 16 Stunden nach der Injektion ein. 

Auch diese Versuche zeigten, daB das Chinin iiberall und immer 
eine hemmende Wirkung ausiibt, wobei mit Steigerung der letalen 
Toxineinheiten der EinfluB des Chinins bedeutend abnimmt, d. b. 
wenn wir bei schwachen Dosen bei aufeinanderfolgender Injektion 
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ein Uberleben auf einen Tag hatten (s. héher), so hatten wir in ge- 
gebenem Falle ein Uberleben auf Stunden (durchschnittlich 4 Stunden). 
Bei Einfiihrung von einem Gemisch Chinin und Toxin war das Resultat 
auch bei enormen Mengen letaler Einheiten ein viel deutlicheres als 
bei aufeinanderfolgenden. Durchschnittlich iiberlebten die Versuchs- 
kaninchen die Kontrolltiere um 16 bis 30 Stunden. 

Da das Chinin nur teilweise die Adsorptionsfihigkeit der Erythro- 
cyten dem Toxin gegeniiber herabsetzt, so kann man diese Tatsache 
dadurch erklaren, daB ein gewisses Prozent des Toxins stets adsor- 
biert wird. Ist die angewandte Toxinmenge gro, so wird der 
adsorbierte Anteil mehr als eine Letaldosis betragen, und das Tier 
geht zugrunde. 

Fassen wir diese Resultate zusammen, so bleibt kein Zweifel dariiber, 
daB das Chinin in allen Fallen, wo es angewendet wurde, eine refraktire 
Wirkung auf das Diphtherietoxin ausiibt, und zwar unabhangig davon, 
ob vor, gleichzeitig oder nach Einfiihrung des Diphtherietoxins ein- 
gespritzt wurde. 

Die besten Resultate wurden bei gleichzeitiger Einfiihrung erlangt, 
was sich dadurch erklart, daB das Chinin, wie es von zahlreichen Autoren 
bewiesen ist, schnell aus dem zirkulierenden Blute heraustritt und 
seine Wirkung sich auf Sekunden beschrinkt. Bei gleichzeitiger und 
subkutaner Einfiihrung von Chinin und einer letalen Toxindosis erhielten 
wir vollstdndiges Uberleben der Versuchstiere. 

Da diese Resultate genau mit denen in vitro erhaltenen tiberein- 
stimmen, so haben wir dadurch einen neuen Beweis fiir die Richtigkeit 
der von Sharsky ausgesprochenen Hypothese itiber den Zusammenhang 
zwischen der Adsorption von Eiweibabbauprodukten aus dem Toxin 
durch Blutkérperchen und der Empfinglichkeit des Tieres gegen das 
Toxin. Jegliche von den Blutkérperchen stirker als das Toxin adsorbierte 
Substanz (in unserem Falle das Chinin) wird schon dadurch allein zu 
einem Antitoxin. 

Auf Grund der erhaltenen Resultate sind wir zu der Ansicht berechtigt, 
dap zwischen der Menge der im Toxin enthaltenen EiweiPabbauprodukte 
und seinen toxischen Eigenschaften ein quantitativer Zusammenhang 
bestehe. In der Tat bedeutet die Bindung der im Toxin enthaltenen 
EiweiBabbauprodukte schon an und fiir sich eine Adsorption des Toxins. 
Weitere Versuche in dieser Richtung werden vielleicht neues Licht 
auf diese Frage werfen. 
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Anmerkung bei der Korrektur. Als vorliegende Arbeit schon 
unter Druck war, wurde uns die Arbeit von P. Nélts (C. r. de Bio- 
logie, 92, Mai, 1116, 1925) bekannt, welcher von ganz anderen Vor- 
aussetzungen ausgehend, und mit einer anderen Tierart (Meer- 
schweinchen) arbeitend, ebenfalls zum SchluB gelangte, daB das Chinin 


eine hemmende Wirkung auf Diphtherietoxin ausiibt. 








Uber Konservierung in vitro und elektive Giftempfindlichkeit 
roter Blutkérperchen. 


Von 
Olaf Laves. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut zu Géttingen.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1925.) 


Durch eine Reihe von Arbeiten der letzten Zeit (1 bis 28) ist das 
Verhalten roter Blutkérperchen nach der Entfernung aus dem 
strémenden Blute mit feineren Methoden erneut studiert worden. 
Dabei wurde unter anderem erkannt, daB ihre Eigenschaften unter 
dem Einflu8 ihrer kiinstlich gesetzten Umgebung geiandert werden 
kénnen. Besonderes Interesse boten Beobachtungen von Heinrich 
Rhode (4), aus denen hervorzugehen schien, daB elektive Empfindlichkeit 
fiir bestimmte Alkaloide willkirlich durch bestimmte Vorbehandlung 
von Blutzellen hervorgerufen werden kénne. Dies ging iiber die schon 
langer bekannte Anderung der Resistenz fiir himolytische Gifte iiber- 
haupt hinaus und versprach bei genauerem Studium einen Hinweis 
auf Deutungsméglichkeiten fiir das Geheimnis der elektiven Alkaloid- 
wirkungen. 

Zu diesem Studium war es aber erwiinscht, kiinstliche Bedingungen 
kennenzulernen, die den natiirlichen Lebensbedingungen der roten 
Blutzellen méglichst weit angendhert waren, um gewissermaben eine 
feste Basis zu gewinnen, von der aus Richtung und Ausma® der ge- 
setzten abnormen Bedingungen richtig beurteilt werden kénnten. 

Aus diesen Griinden beschaftigt sich vorliegende Arbeit mit zwei 
Fragen, die jedoch innerlich verkniipft sind: im ersten Teile werden 
die bisherigen Mitteilungen iiber konservierende Fliissigkeiten fiir rote 
Blutkérperchen (Blk.) nachgepriift und erweitert, im zweiten Teile 
sind Beobachtungen tiber die Verainderungen der Empfindlichkeit von 
Blk. gegeniiber Alkaloidsalzen der Morphinreihe (Morphin, Methyl- 
und Athylmorphin) und dem Chinin geschildert, die unter dem EinfluB 
von Milieu und Vorbehandlung auftraten und zum Teil durchaus 
elektiver Art sind. 
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I. Haltbarkeit von Blutzellen in verschiedenen Lésungen. 


DaB das iibliche Waschen und Aufschwemmen von Blk. in 
..physiologischer Kochsalzlésung* nicht harmlos ist, ist schon lange 
bekannt!). 


So verringert sich z. B. nach Snapper die Resistenz von Blk., die in 
isotonischer NaCl-Lésung gewaschen waren, gegeniiber Hypotonie im 
Vergleich zu ungewaschenen und rohrzuckergewaschenen. Zusatz von 
0,1 Proz. CaCl, zur Kochsalzlésung macht die Resistenz gleich derjenigen 
von nicht gewaschenen Zellen. Brinkman erhielt durch Waschen mit einer 
aquilibrierten Salzlésung BIk., die sogar noch resistenter gegen Hypotonie 
waren als nicht gewaschene. Die Lésung hatte folgende Zusammensetzung: 
NaCl 0,7 Proz., NaHCO, 0,2 Proz., KCI 0,01 Proz., CaCl, . 6 aq. 0,02 Proz. 
und so viel C O,, daB die H’- Konzentration 0,45 . 10-7 war. Dig Erscheinung 
der Resistenzvermehrung gegeniiber ungewaschenen Blk. erklart er damit, 
daB8 durch das Waschen himolyseférdernde Phosphatide aus der Blk. 
Oberflache mit ausgewaschen werden. Ebenfalls gitnstig beeinfluBt wird die 
Hypotonieresistenz von Blk, durch Vorbehandlung mit Phosphat oder 
Sulfat (Brinkman, Hamburger, |. ¢.) und auch Zucker (Bang (37). Nach 
Rous und Turner (1) hat ein gewisser Zuckergehalt der Lésung eine be- 
sonders giinstige Wirkung auf die Haltbarkeit der Blk. Sie legten keinen 
Wert auf die Priifung der Resistenz gegeniiber hypotonischen Lésungen, 
sondern untersuchten im wesentlichen die Dauer des Ausbleibens der 
spontanen Hiamolyse, ferner die Brauchbarkeit der iiberlebenden Bik. 
zur Transfusion bei ausgebluteten Tieren. 


Im AnschluB an die genannten Autoren priifte ich selbst die Halt- 
barkeit von Blk. in verschiedenen reinen Salz- und Zuckerlésungen, 
sowie in Salz-Zuckermischungen. 

Um méglichst vergleichbare Resultate zu bekommen, war es 
nétig, die Blk. in Lésungen zu waschen und zu suspendieren, die sowohl 
untereinander als auch mit dem Serum durchaus isotonisch und iso- 
hydrisch waren. 

Methodisches. 


1. Lésungen. 


Blutisotonische Salz- und Zuckerlésungen wurden folgerdermaBen 
hergestellt. Nach den Tabellen von Landolt-Bérnstein wurden fiir die 
einzelnen Salze usw. Kurven fiir die Gefrierpunktsdepression nach der 
Konzentration gezeichnet. Dann wurde die Depression mehrerer Proben 
Rinderserum nach Beckmann ermittelt, endlich mit Hilfe der Kurven, 
aber unter sorgfaltiger Nachpriifung des Gefrierpunkts jeder einzelnen 
Lésung fiir alle untersuchten Substanzen osmotische Konzentrationen 
hergestellt, die mit der des Serums iibereinstimmen. 

Der Beckmannsche Apparat wurde lege artis bedient. Der Nullpunkt 
erwies sich bei zweimaligem Gefrieren von doppelt destilliertem und einfach 


1) Siehe Snapper (9), Brinkman (10), Brinkman und van Dam (11). 


Hamburger (12). 
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destilliertem Wasser als gleich und konstant. Die Bestimmungen wurde: 
bei herausragendem Faden vorgenommen, die Lésung um wenige Zehnte|! 
grade unterkiihlt, mit Eiskristallen geimpft und gleichmaBig mit der Hand 
gerihrt. Wiahrend der Gefrierpunkt des Wassers immer der gleiche war, 
variierte er bei den Lésungen manchmal um + 0,005°, einen Betrag, de: 
fiir den erstrebten Zweck vernachlassigt werden kann. AuBerdem stellt« 
sich heraus, daB die gefundenen Depressionen regelmaBig etwa um 0,04° 
gréBer waren, als aus den Kurven abzulesen war; da nicht das Prizisions 
verfahren angewandt wurde, ist dies nicht weiter erstaunlich. Es kam ja 
auch nicht auf absolute Werte an, sondern nur darauf, daB der Gefrierpunkt 
der verschiedenen Lésungen gleich war. 

Da die Depressionen einiger untersuchter Rinderseren um 0,58° herum 
schwankten, wurden saimtliche Lésungen auf 4 = 0,58 + 0,005° eingestellt. 

Die verwandten Salze und Zucker waren mit Ausnahme des Rohrzuckers 
Analysenpraparate von Kahibaum und Merck. Der Rohrzucker war ein 
besonders von der Firma Gehe u.Comp., Dresden, hergestelltes Praparat '), 
dessen Kalkfreiheit nachgepriift und bestatigt wurde. 

NaCl und KC! waren bis zur Gewichtskonstanz gegliiht. Die CaC!,- 
und Na,SO,-Lésung wurden durch Verdiinnung einer solchen gemacht, 
deren Salzgehalt vorher durch chemische Analyse quantitativ bestimmt 
war. Wenn bei der Nachpriifung der Lésungen die Depression nicht ganz 
der aus den Kurven erwarteten entsprach, wurden sie durch Zufiigung von 
etwas Wasser oder Substanz so verindert, daB ihre Depression gleich der 
des Serums wurde. 

Unter Kontrolle der Lésungen mit Methylrot wurde darauf geachtet, 
daB das py tiberall gleich war. 

In dieser Weise wurden folgende Lésungen hergestellt : 

NaCl 0,92 Proz., 4 = 0,585°; KCl 1,19 Proz., 4A = 0,585°; CaCl, 
1,26 Proz., A 0,580°; Na,SO, 1,80 Proz., 4 = 0,580°; NaHCO, 
1,4 Proz., A = 0,585°; Na-Citrat 3,85 Proz., A = 0,585°; Dextrose 
5,15 Proz., A 0,580°; Saccharose 9,15 Proz., A = 0,580°. 

Die Na-Citratlésung entspricht fast vollkommen der von Rous und 
Turner (1) angegebenen; sie benutzten eine 3,8proz. 

Ferner wurde noch eine Phosphatlésung benutzt, die folgender- 
maben bereitet war: 

Zuniichst wurde eine Lésung von 1,79 Proz. sekundaren Phosphats 
mit 12 aq. und 3,32 Proz. eines primiren Na-Phosphatpriparats hergestellt, 
das mit dem Vermerk: Kristallwassergehalt 4 versehen war, eine Angabe, 
die sich nachtraglich als nicht ganz sicher erwies. Dies Phosphatgemisch 
wurde dann so lange verdiinnt, bis seine Depression 4 = 0,580° war. Dann 
enthielt 1 Liter Lésung etwa 17,8g primires Na-Phosphat .4 aq. und 
9,6 g sekundiires Na-Phosphat . 12 aq. und konnte in bezug auf Phosphor 
als rund 0,12 mol. geschitzt werden. 

Diese Salzzusammensetzung hatte bei der Priifung mit Methylrot 
die gleiche Reaktion wie die iibrigen Neutralsalz- und Zuckerlésungen, 


1) Der Firma sei an dieser Stelle besonderer Dank fiir ihre wertvolle 
Unterstiitzung gesagt. 
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die infolge eines geringen CO,-Gehalts des verwandten destillierten 
Wassers leicht sauer reagierten. Der erstrebte Zweck vélliger Gleich- 
formigkeit wurde allerdings nicht erreicht, da das Phosphatgemisch 
natiirlich einen viel gr6Beren Vorrat an Saure enthielt als die kohlen- 
siurehaltigen Lésungen (s.S8.428). In dieser Hinsicht weisen die 
Versuche noch einen Mangel auf. 

Das py der benutzten Phosphat- und damit auch der anderen Lésungen 
jaBt sich annaherungsweise bestimmen. Man kann annehmen, daB 10 cem 
dieser Lésung bestehen aus 7,75 cem 0,12 mol. primirer Phosphatlésung 
und 2,25 cem 0,12 mol, sekundirer Phosphatlésung. Nach dem bekannten 
Pufferdiagramm von Sérensen (29) wiirde das einem Py von 6,3 entsprechen, 
wenn die Lésung nicht 0,12 mol., sondern ! ,;, d. h. 0,067 mol. ware. 
Konzentrationsunterschiede spielen bei Puffermischungen mur eine ganz 
geringe Rolle. Vielleicht enthielt aber das primaire Phosphat nicht ganz 
so viel Kristallwasser, wie anfangs angenommen wurde, Beriicksichtigt 
man dies, so kann man wohl sagen, daB das py der Phosphat- und damit 
auch der anderen Salz- und Zuckerlésungen, die dem Indikator die gleiche 
Farbe erteilten, etwa 6,0 bis 6,3 betrug. Methvlrot zeigte Orangefarbe. 

Die Citrat- und Carbonatlésung reagierten natiirlich leicht alkalisch. 

Als Salzmischung wurde in den ersten Versuchen eine Mischung') 
benutzt, die sich an das Verhaltnis der Kationen im Serum anlehnte 
ohne Bicarbonatpufferung [Zusammenstellung nach Heubner im Hand- 
buch der Balneologie von Dietrich und Kaminer (30)]. Thre Zusammen- 
setzung war: 

1000) cem 0,92 proz. NaCl-Lésung, 
27 ~« 1 « . mee - 
26.6 ,, 1,26 , CaCl, 
oder in Prozenten ausgedriickt: 0,863 Proz. NaCl; 0.0432 Proz. KCI; 
0,0315 Proz. CaCl,. Dies entspricht dem dort angegebenen Verhaltnis 
der Kationen (Na 300, K 20, Ca 10), wenn auch wegen der Isotonie 
in héheren absoluten Zahlen. In den spateren Versuchen wurde eine 
Mischung benutzt, deren Salzzusammensetzung der von Rous und 
Turner (1) angegebenen entsprach. Letztere enthielt in | Liter: 
9,2 g NaCl, 
0.1 g KCI, 
0.1 g CaCl,, 
0,05 ¢ NaHCO,. 


Es wurde dementsprechend folgende Mischung*) hergestellt: 


1000) cem 0,92 proz. NaCl-Lésung 9,2 g (0,902 Proz.) 
ae. £20 ~. moe a Oo.) 2g (0,0098 ) 
7,93 .. 1,26 ., CaCl, - 0.1 g (0.0098 ,, ) 
3.57 . 14 , NeHCOQ,,. 0.05 ¢ (0.0049 ) 


') Spater kurz mit MI bezeichnet. 
2) Im folgenden mit M II bezeichnet. 


7 
~/ 
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Das Verhaltnis der Salze untereinander ist also dasselbe wie bei 
Rous und Turner, nur ist die Lésung im ganzen etwas verdiinnter; 
denn anstatt 1000 sind es 1020 ccm Lésung, in der die betreffenden 
Salzmengen enthalten sind. Es sei noch gesagt, daB diese Lésung 
infolge des Bicarbonatzusatzes neutral reagierte. 

Von diesen beiden Salzmischungen wurden immer zwei Teile mit 
einem Teil isotonischer (9,15 proz.) Saccharose- oder (5,15 proz.) Dextrose- 
lésung vermischt (MID, MIITD und MIS, MIIS). 


2. Waschung und Suspension. 


Verwendet wurde meist Rinderblut, in einigen Versuchen aller- 
dings auch Schweine-, Kaninchen- und Hammelblut. 


Rinder-, Schweine- und Hammelblut wurden durch Schiitteln mit 
Glasperlen defibriniert und dann koliert, Kaninchenblut durch Auffangen 
in zwei Drittel des Blutvolumens isotonischer (3,85 proz.) Na-Citratlésung 
am Gerinnen verhindert. 

Es wurden immer, mit Ausnahme der Kaninchenblutversuche (s. 8.425), 
5 oder 2,5 cem Blut dreimal in der betreffenden Suspensionsfliissigkeit 
gewaschen und dann in MeBkolben mit der gleichen Fliissigkeit zu 100 
oder 50cem aufgefiillt, so daB immer 5proz. Biutaufschwemmungen 
resultierten. Ferner wurde bei einigen Versuchen zum _ Vergleich 
eine 5proz. Suspension von ungewaschenem Blut im eigenen Serum 
hergestellt. 

Gearbeitet wurde bei Zimmertemperatur, aufbewahrt wurden die 
Suspensionen im Eisschrank, Auf gréBte Sauberkeit wurde Bedacht ge- 
nommen, ferner die Standkolben mit den Suspensionen immer sorgfaltig 
mit Watte verschlossen, um Bakterienwirkungen nach Méglichkeit aus- 
zuschlieBen. 


3. Volumenbestimmung. 


Von Zeit zu Zeit wurde das Volumen mittels selbst nachtarierter 
Hamburgerscher Konohamatokritréhrehen bestimmt. 


Dazu wurde I ccm Suspension genommen, wenn nicht etwas anderes 
besonders bemerkt ist. Zentrifugiert wurde bei einer Tourenzahl von 
2500 pro Minute so lange, bis sich das Volumen 15 Minuten lang als konstant 
erwies (etwa 2 Stunden). Lackfarbe der Blk.-Saule erwies sich nicht als 
beweisend, da das Volumen sich manchmal trotz bereits aufgetretener 
Lackfarbe noch verringerte. Andererseits wurde unter gewissen Um- 
stiinden die Blk.-Siule iiberhaupt nicht oder nur teilweise lackfarben 
(s. 8S. 427). 


Versuchsprotokolle. 


Auf den Tabellen bedeutet 1. Tag immer den Tag, an dem der 
Versuch angesetzt wurde. Die Zahlen bedeuten das Volumen der in 
leem Suspension enthaltenen Blk., ausgedriickt in 10-*cem. Ein- 
klammerung der Zahlen bedeutet leicht gelbliche Verfiairbung der iiber- 
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stehenden Fliissigkeit. Der Hiamolysegrad wurde geschitzt und wie 
bei Rhode in rémischen Ziffern ausgedriickt. Es bedeuten: 
1: Beginn von Hiamolyse eben erkennkar; 
Il: deutliche, doch maBige Himolyse ; 
II11: starke, doch nicht vollstandige Hamolyse ; 
IV: fast klare Lésung; 
V: vollkkommen klare Lésung; 
Ag: Agglutination ; 
Sed: nicht mehr aufschiittelbare Sedimentierung ; 
(Sed): mit Miihe aufschiittelbare Sedimentierung. 


Ein H bedeutet solchen Fortschritt der Hamolyse, dab Volumen- 
bestimmungen voOllig sinnlos gewesen waren. 

Die Versuche wurden so gezahit, daB die Zahlen jedesmal eine 
bestimmte Blk.-Aufschwemmung bedeuten und mit Buchstaben die 
einzelnen Versuche bezeichnet werden, die mit der betreffenden Sus- 
pension gemacht wurden, seien es nun Haltbarkeits- oder Hamolyse- 
versuche. ° 

Vergleich von Rinder- und Schweineblut. 
Versuch la. 


Suspension von Rinder- und Schweine-Blk. in NaCl und Saccharose, 
Bei Schweine- Blk. starke Agglutination im Zucker. Nach 14 Tagen Rinder- 
Blk. in Saeccharose noch intakt, in NaCl schon stark himolytisch; die 
Suspensionen der Schweine-Blk. hatten sich nur wenige Tage gehalten. 
Nach 21 Tagen Rinder-Blk. in Saccharose: Hiimolysegrad I. 

Es zeigt sich also, daB Rinder-Blk. sich bedeutend linger halten, 
wenigstens in NaCl- und Saccharoselésung, als Schweine-Blk. Es 
folgen daher jetzt einige Versuche mit Rinder- und Kalber-Blk. 


Versuche mit Rinder- und Kdlber- Blk. 
Versuch 2. 


Kalber- Blk.-Suspension in NaCl, Na,SO,, Dextrose und Serum, 


Tabelle I (Versuch 2). 





Tag NaCl Na,SO, Dextrose Serum Tag NaCl | Na,SO, Dextrose Serum 


2. 170 190 6. Il I II 

3. 171 147 188 # H H 150 II H 
4. 170 154 185 8. H 

5. 192 1551 180 


Versuch 3a. 


Suspension von Rinder- Blk. in NaCl und Phosphat. Phosphatsuspension 
nach 5 Tagen noch intakt, NaCl-Suspension beginnende Hiimolyse. 
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Versue 


h 4. 


Rinder-Blk.-Suspension in NaC] und Phosphat. 


Tabelle 1] (Versuch 4). 





NaCl 


166 

165 

174 
H 


Phosphat 


165 
172 
172 


Nach 19 Tagen iiberstehende Fliissigkeit der Phosphat-Blk. gelblich, 
Blk. selbst etwas braunlich verfarbt. 


Versuch 5. 


Rinder-Blk.-Suspension in NaCl, Phosphat, Saccharose und Dextrose, 
Die Dextrosesuspension agglutinierte wihrend des Waschens. 


Tabelle III (Versuch 


5). 





2. 
3. 
9. 
11. 
17. 
18. 


NaCl 


192 
189 
I 
H 


Phosphat | Saccharose 


188 


192 


151 
142 


(Sed) 
I 





Tag 


20. 
23. 
25. 
28. 
36. 


NaCl Phosphat Saccharose 


191 | Sed I 
192 | 

190 

190 

(191) 


Am 17. Tage Saccharosesuspension so fest sedimentiert, daB sie kaum 
noch aufzuschiitteln war; am 20. Tage nicht mehr aufzuschiitteln, 


Am 36. Tage Phosphat-Blk. braunlich verfarbt. 


Der Versuch wurde 


deswegen abgebrochen, obwohl noch keine Hiimolyse eingetreten war. 


Suspension 


yon 


(s. S. 420) und Serum. 


Versuch 6. 


Kalber-Blk. in 


NaCl. 


Na,SOQ,, 


Tabelle IV (Versuch 6). 


Dextrose, MID 





s 
i 
nm 


ro 


Dinome 


NaCl 


180 
178 
177 
174 
176 
174 II 
H 


Nao SO, 


156 
157 
156 
158 
157 
162 I 
H 


Dextrose 


190 
186 
177 
172 1 


H 


MID 
192 
193 

(188) 


Serum 


188 I 
198 I 
198 IT 
H 


Zu diesem Versuch ist zu bemerken, daB schon bei der ersten Volumen- 
bestimmung der Serum-Blk., also am zweiten Tage, ein Teil des in der 
Kapillare iiber dem Sediment stehenden Serums himolytisch war. 
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Versuch 7. 


Rinder-Blk.-Suspension in NaCl, Na,8O,, Dextrose, M 1 D und Serum, 
In Dextrose sofort Agglutination und Himolvse. 


Tabelle V (Versuch 7). 





Tag NaCl Na,SO, MID Serum Tag NaCl Na,SO, MID | Serum 


2. 185 164 194 183 6. 168 I194Ag) 175 
3. 190 185 a I] 

4. 189 167 192 184 8. H 171 H H 
5. 167 192 181 9. H 


M1D-Blk. am sechsten Tage zum Teil in dunklen Klumpen agglu- 
tiniert. 
Versuch 8a. 
Rinder-Bik.-Suspension in NaCl, Na,SO,, Phosphat und MII 8- 
Lésung. 
Nach 7 Tagen NaCl- und Na,SO,Blk. Himolysegrad II. Nach 
14 Tagen Phosphat-Blk. Hamolysegrad I, Blk. selbst ganz leicht braunlich, 
M II S-Blk. noch intakt. 
Versuch 9a. 
Rinder- Blk.-Suspension in NaCl, Na,SO,, und MILS. 
Nach 7 Tagen Na,SO, und M IT 8-Blk. noch intakt, NaCl-Blk. himo- 
lysiert. 
Versuch 10, 


Kalber-Blk.-Suspension in KCl, Saccharose, MII S und Serum. 


Tabelle VI (Versuch 10). 





Tag MIIS 1 KCl Serum Tag MIIS ——y KCl Serum 
2. 156 135 167 162 15. H 
4. 155 118 171 157 18. 155 
5. 155 109 167 I 157 19. 145 
6. 156 107 H 1551} 22. 145 
7. 154 (102) H 24. 140 
8. 154 (101) 27. 134 
9. 158 (101) 28. 135 

11. 153 (106) 34. 133 

12. 155 39. 134 

13. 160 (92) 56. H 

14. 154 (98) 





Etwa am 50. Tage trat bei den M IT S-Blk. allmahlich sich verstarkende 
Himolyse auf. Volumenbestimmungen wurden nicht mehr gemacht, da 
nicht mehr geniigend Suspension vorhanden war. 
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Versuch Il. 





Kalber-Blk.-Suspension in M II 8, Saccharose, KCI, CaCl, und Serun 


Tabelle VII 


(Versuch 11). 





Tag MIIS Saccharose KCl CaCl, Serum 
l 93 76 102 5 
2. 9] 69 102 100 97 
3 92 (67) 103 | 96 97 
4. (74) 99 | 
6 92 (65) 102 | 9] 98 | 
7. 92 (64) 98 II 93 H 
8. 44 (65) H 
9. 97 (61) 911 

11. Sed 8211 

13. 97 H 

14, 93 

16. 9 

17. 90 

23. 73 
Am 11. Versuchstage Saccharose-Blk. fest sedimentiert, ohne sich 


aufschiitteln zu lassen, keine Hiimolyse. 


Linger als 23 Tage wurde der 


Versuch nicht fortgesetzt, da durch die dauernden Volumenbestimmungen 


die Menge der Suspension sich zu stark vermindert hatte. 


Bis dahin wat 


aber die M IT S-Suspension unhimolysiert und gut anfschiittelbar geblieben, 
ohre Agglutination zu zeigen. 


Kilber-Blk.-Suspension in M IIS, MILD, Saccharose, 
Serum. 


Versuch 12. 


Tabelle VIII (Versuch 


12). 


Dextrose urd 





Tag MIIS Saccharose MIID Dextrose Serum 
a 145 162 
2. 168 128 I (188) 160 I 72 
3. 165 127 I 184 I 159 | 175 
4. 167 125 II 181 I 157 II Ag. 
5. (165) H H H 
7. (164) 

8. 160 I 

9. 150 | 

10. H 


Bereits am dritten Tage Beginn der Agglutination im Serum. 


3eziiglich Volumen kann hier nur MII D- und Dextrosesuspension 


einerseits und MII S- und Saccharosesuspension andererseits verglichen 
werden, da die zur Herstellung der Suspensionen benutzten Pipetten ver- 
schieden waren. In den anderen Versuchen kam dieser Fehler nicht in Frage. 
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Versuch 13. 
Kalber-Blk.-Suspension in MIILS, MIID, Saecharose, Dextrose 


und Serum. 
Tabelle IX (Versuch 13). 





Tag MIIS MIID Saccharose Dextrose Serum 
l 19] 194 175 175 

2. 19] 197 174 179 197 
4. 186 199 | 172 | 721 ISS 
5, 188 198 I] 166 II 164 11 Ag 
6, 186 159 LI 140 II 

186 H 144 11 136 11 

8. 188 130 11 148 Il 

9. 127 Il 152 11 

Il. 194 

15. 195 139 11 145 11 

16, H H 
21. 189 
26. 185 
41. H 


Am vierten Tage Beginn der Agglutination im Serum. Am 15. Tage 
war die Dextrosesuspension braun gefarbt, reagierte gegen Lackmus sauer 
(Gaérung). Vom 26. bis 41. Tage wurden keine Volumenbestimmungen 
mehr gemacht; in den letzten Tagen trat allmihlich fortschreitende Himo- 
lyse ein, 

Versuche mit Kaninchen- Blk. 

Kaninchenblut, das durch Anschneiden der Ohrvene gewonnen 
wurde, wurde direkt in isotonischer Na-Citratlésung (s. S. 418) auf- 
gefangen, und zwar 3 Teile Blut in 2 Teilen Citratlésung. Darauf 
wurde gut umgeschiittelt. 

In Versuch 15 und 17 wurden von dieser 60proz. Suspension je 
3cem, im Versuch 16 eine geringere Menge, mit verschiedenen der 
oben angegebenen isotonischen Lésungen und Mischungen (S. 418 ff.) 
gewaschen und auf 50ccm aufgefiillt, so daB sich jeweils eine 3,6proz. 
Suspension ergab. 

Versuch 14. 

Kaninchencitratblut wurde mit isotonischer Saccharoselésung (9,15 proz. 
s. 8.418) zu gleichen Teilen vermischt. Es ist dies dasselbe Mischungs- 
verhaltnis wie das von Rous und Turner (1) fiir ungewaschene Blk. ange- 
gebene, nur daB die Lésungen meinen Gefrierpunktsbestimmungen ent- 
sprechend etwas andere Konzentration hatten (vgl. 8.418 und 420). 


| Volumenbestimmungen von 6,2 cem dieser 30proz, Suspension: 


Tabelle X (Versuch 14). 


2.Tag ..... 139 
aM , «cess BE 


Nach dem 14. Tage schneller Fortschritt der Himolyse. 
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Versuch 15. 
Kaninchen-Blk.-Suspension in NaCl, Phosphat, Saeccharose und 


Dextrose. 
Tabelle XI (Versuch 15). 





Tag | NeCi | "how | Secche |Dextrose] Tag || NaCi | "how | Secche | Dextrose 
l, 116 113 85 %) 20. H 
7. | 21. 1151 
9. H I II 23. 1141 

15. I H (Sed) | 25. 102 I] 

16, 118] I 28. H 

18. 120] I 





Am 15. Tage war so feste Sedimentierung der Dextrose- Blk. eingetreten, 
dali vollstandiges Aufschiitteln nicht mehr méglich war. 


Versuch 16. 
Kaninchen- BIk.-Suspension in M IIT 8, MII D, Saccharose und Dextrose 


Tabelle XII (Versuch 16). 





Tag MIIS MIID Saccharose Dextrose 
2. 52 53 48 48 
3. I 
4, 49 53 37 1 42 
5. 47 53 I! 40 1 
13. I | H I 
19, il Vv Il 


Versuch 17. 

Kaninchencitratblutsuspension in MIIS, MIID, Dextrose und 
Phosphat. Auch vom Citratblut wurden Volumenbestimmungen gemacht. 
Es hatten von dieser 60proz. Citratsuspension, um das Volumen mit dem 
der Salz- und Zuckerlésungen vergleichen zu kérnen, 0,06 cem (vgl. 8. 420 
und 425) genommen werden miissen. Da sich eine so geringe Menge nicht 
fehlerfrei pipettieren lieB, wurden 0,18cem genommen. Die Resultate 
miissen dann durch 3 dividiert werden. 


Tabelle XIII (Versuch 17). 





Citratblut 
Tag MIIS MIID Phosphat Dextrose — aa 
abgelesen berechnet 
4 79 82 89 72 257 86 
4, 76 82 97 65 256 85 
6. 73 (82) (102) 60 
7 (263) (88) 
8 (73) (83) (102) 57 
9, 264 1 88 I 
11. 721 85 1 103 I (55) H 
12. 721 851 
14. H 99 I (57) 
18 H 


20). 8211 (52) 














Konservierung in vitro und elektive Giftempfindlichkeit usw. 427 


Am 20. Tage waren die Dextrose-Blk. braunlich verfarbt, die iiber 
stehende Fliissigkeit nur leicht gelblich. Die Phosphatsuspension hatte 
noch reine Hamoglobinfarbe. 


Nebenbefunde. 

Es sei hier noch eine Beobachtung nachgetragen, die nicht bei 
jedem Versuch besonders bemerkt wurde, da sie bei fast allen Ver- 
suchen mit Zuckerlésungen gemacht wurde (vgl. 8.420). Es ist das 
die Erscheinung, daB bei den Volumenbestimmungen der Zucker- Bik. 
der untere Teil der Blk.-Saule in der Hamatokritkapillare nicht lack- 
farben wurde, und daB von Tag zu Tag der sich oben befindende lack- 
farbene Teil kiirzer wurde, bis er schlieBlich ganz verschwand und die 
ganze Siule dauernd deckfarben blieb. 

Man erklart sich diese Erscheinung wohl am besten so, dab der 
Zucker allmahlich immer mehr Zellen verhiartet, die sich wegen einer 
gréBeren Senkungsgeschwindigkeit zu unterst absetzen und _ nicht 
mehr die Fahigkeit haben, ihre Form so zu veraindern, daB sie ohne 
Zwischenfliissigkeit direkt an einanderliegen kénnen. Ob es sich dabei 
um eine Gelatinierung handelt, wie Handovsky (14) annimmt, oder 
um eine andere Art von ,,Verhartung’, mag unentschieden bleiben, 
ebenso die Frage, ob die Zuckerwirkung eine durch Auswaschen der 
Elektrolyte [s. Giirber (33)] im Sinne des Loebschen Salzeffekts bedingte 
ist, oder ob das Zuckermolekiil als solches die verfestigende Wirkung 
austibt [vgl. auch Pauli und Rona (49) und Samec (50)}. 

AuBerdem sei noch bemerkt, da} manchmal in de 1 reinen Zucker- 
lésungen beim oder gleich nach dem Waschen Agglutination der Blk. 
auftrat, die sich aber nach ein- bis zweitagigem Stehen der Suspension 


meist wieder spontan léste. 


Besprechung der Versuche. 

Bei der zusammenfassenden Besprechung scheidet man die Ver- 
suche 6 und 12 besser aus, da sie abnorm friihe Himolyse aufweisen. 
Immerhin stimmen auch die in diesen Versuchen erhobenen Befunde 
qualitativ tiberein mit den tibrigen. 

Zunachst kann man sagen, daB Blk. in NaCl-Lésung etwa das 
gleiche Volumen haben wie im Serum. Ein gewisses, tiber langere 
Zeit sich erstreckendes Nachschrumpfen, wie es im 6. Versuch auftritt, 
ist schon von Ege (31) in ahnlicher Weise beobachtet worden. Das 
erste Stadium des Schwellens ist von mir nicht beobachtet, da aus 
technischen Griinden die Volumenbestimmungen immer erst langere 
Zeit nach der Suspension vorgenommen wurden. Ein anderer Ver- 
such (4) zeigt Nachschwellen. Die Volumenanderungen scheinen also 
hier etwas schwankend zu sein. Nachschrumpfung wurde auberdem 
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auch in einigen Versuchen bei Serumsuspensionen beobachtet (Ver- 
such 2, 7, 10, 13). Aber auch dem stehen andere Versuche gegeniiber, 
wo es nicht der Fall war, so besonders Versuch 11. 

Die KCI-Blk. (Versuch 10 und 11) haben ein etwa 5 Proz. héheres 
Volumen als Serum-Blk., was ja auch ganz gut mit den lyotropen 
Eigenschaften des K’-Ions zusammenpabBt. 

CaCl,-Blk. hatten in dem 11. Versuch etwa das gleiche Volumen 
wie Serum-Blk. Auch hier ist ein Nachschrumpfen unverkennbar. 
Im ganzen kann man sagen, daB die Chloride das Volumen der Blk. 
nicht wesentlich veraindern, wie es ja auch erwartet werden konnte. 

In einer Reihe von Versuchen war das Volumen beim ersten Grad 
von Haimolyse vergréBert und nicht, wie es wahrscheinlicher gewesen 
wire, verkleinert. Offenbar ist das der Ausdruck fiir eine der Auf- 
lésung vorausgehende Quellung der Blk. 

Die Na,SO,-Blk. (Versuch 2, 6, 7) zeigen ein erheblich geringeres 
Volumen als die Serum- oder NgCl-Blk. ohne nachzuschrumpfen, was 
auch von Ege (31) gefunden wurde. 

Auch Saccharose- und Dextrose-Blk. weisen ein deutlich geringeres 
Volumen auf als Serum- oder Kochsalz-Blk., wie ebenfalls bereits be- 
kannt ist [Takei (51), Handovsky (14), Rhode (4)]. AuBerdem zeigen 
sie ein mehr oder weniger ausgesprochenes, sich auf mehrere Tage 
erstreckendes Nachschrumpfen, das bedeutend stirker ist als das bei 
den Salzlésungen beobachtete, so die Saccharose-Blk. im 10. und 
11. Versuch, die Dextrose-Blk. im 6. und 17. Versuch. Es ist also fest- 
zuhalten, daB sich in dieser Beziehung Zucker- und Sulfat-Blk. deutlich 
verschieden verhalten. 

In der Phosphatlésung ist das Volumen gleich oder vergrébert 
gegeniiber Serum, ahnelt also dem Volumen in Kochsalz. Diese Er- 
scheinung ist sehr auffallend, wenn man bedenkt, daB das Phosphat- 
ion in der lyotropen Reihe gewéhnlich dem Sulfation benachbart 
gestellt wird, daB ferner Rhode (4) bei der Priifung von (tertiarem) 
Ammonphosphat eine stairkere Hiimolysehemmung erhielt als durch 
Sulfat, und daB der Hamolysehemmung gewoéhnlich eine Volumen- 
verminderung parallel lauft. 

Zur Erklarung dieses Verhaltens kann die Vermutung heran- 
gezogen werden, da®B in den Phosphatversuchen das Innere der BIk. 
eine mehr gegen das saure Gebiet hin verschobene Reaktion aufwies 
als in den iibrigen Versuchen. Zur Stiitze fiir diese Vermutung kann 
eine Beobachtung dienen, die hier noch nachgetragen sei, daB namlich 
die Reaktion der abzentrifugierten Fliissigkeit bei den tibrigen Ver- 
suchen etwa py = 7,0 entsprach, in den Phosphatversuchen jedoch 
sauer (py = 6,3 bis 6,0) geblieben war (vgl. 8S. 419). Es sei hier 
auch noch daran erinnert, daB in verschiedenen Versuchen (4, 5, 8a) 
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die Phosphat-Blk. gegen Ende etwas braunlich verfarbt waren, was 
auf Saurehimatinbildung hinzuweisen scheint. Die nur in sehr geringer 
Menge vorhanderne Kohlenséiure des destillierten Wassers (vgl. 8. 418, 
419) wurde also durch die Blk. viel besser weggepuffert als der reich- 
liche Gehalt an saurem Phosphat. 

Es kann also sein, daB eine verfestigende Wirkung des Phosphat- 
jons und eine auflockernde des H’-Ions sich in meinen Versuchen gerade 
in giinstiger Weise ausbalanciert hatten und damit das Ausbleiben 
einer Volumenverminderung, wie sie bei den Sulfatversuchen stets 
auftrat, zusammenhangt. 

Andererseits ist es nicht unbedingt erforderlich, den H’-lonen- 
gehalt des Phosphatgemisches fiir das auffallige Verhalten der Phosphat- 
Blk. verantwortlich zu machen; denn es kommen auch sonst noch 
Fille vor, in denen das Phosphat, und zwar das neutrale, in seiner 
Wirkung dem Chlorid viel naher steht als dem Sulfat. So fand z. B. 
Tanaka (32), daB neutrales Phosphat das Eindringen basischer Farb- 
stoffe in Blk. in ahnlicher Weise begiinstigt wie Cl’ und Br’, wihrend 
Sulfat deutlich hemmend wirkt. 

Das Volumen der M II 8- und M II D-BIk. differiert nur um wenige 
Prozent von dem der Serum- und Kochsalz-Blk., meist ist es etwas 
geringer. Das Volumen wird aber dann langere Zeit ziemlich konstant 
festgehalten, im 10. Versuch 18 Tage, im 11. Versuch 17 und im 13. Ver- 
such 26 Tage, um sich dann fortschreitend zu verringern. 

Hinsichtlich der Konservierungsfahigkeit steht zweifellos an erster 
Stelle das M II-Saccharosegemisch. Es gelang doch, auf diese Weise 
Blk. bis zu 50 Tagen unhamolysiert zu erhalten. SchlieBlich trat doch 
spontane Himolyse ein, was als Beweis dafiir anzusprechen ist, dal 
nicht etwa Fixierungsvorginge, also Koagulation oder dergleichen, 
die Ursache der Konservierung gewesen sind. 

Diese Mischung wurde, wie bereits gesagt (S. 417, 419) in Anlehnung 
an Rous und Turner hergestellt. Die Autoren haben fiir Rinder- Blk. keine 
Lésung angegeben; fiir Schaf-Blk. geben sie eine Mischung von Ringer- 
lésung und isotonischer Saccharoselésung in solehem Verhiltnis an, dab 
die Endkonzentration der Saccharose 2,8 Proz., fiir Menschenblut so, daB 
sie 4,9 Proz. betrigt. In dieser Arbeit wurden der Einfachheit wegen immer 
2 Teile M II-Mischung, die ja, wie eingangs erwihnt (S. 420), mit der 
von Rous und Turner verwandten Ringerlésung fast identisch ist, mit | Teil 
isotonischer (9,15 proz.) Saecharoselésung vermischt. Es ergab das eine 
Endkonzentration von 3,05 Proz. Der von den Autoren geforderte Gelatine- 
zusatz fiir Waschfliissigkeit wurde nicht gemacht, da man, wie die Versuche 
zeigen, auch ganz gut ohne das auskommt. Kaninchen-Blk. halten sich, 
ebenso wie bei Rous und Turner, langst nicht so lange, wie die anderer 
Tierarten (bei Rous und Turner Schaf, bei mir Rind). Unyewaschenes 
Kaninchenblut in Citratzuckerlésung hielt sich nicht ganz so lange wie bei 
Rous und Turner (9 bis 14 Tage gegeniiber 2 bis 3 Wochen). Das 
hangt wahrscheinlich damit zusammen, daB es bei meinen Versuchen nicht 
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wie bei denen der genannten Autoren aus der Carotis oder Aorta, sondern 
durch Anschneiden der Ohrvene gewonnen war. 

Die Lebensfaihigkeit in vitro behandelter Blk. erwiesen Rous und 
Turner durch Transfusion der Zellen nach etwa 14 Tagen (1). Als Zeichen 
ihrer Intaktheit konnten sie nach ihren Erfahrungen ansehen, da{ 
sie sich leicht aufschiitteln lieBen, was z. B. bei reinen Zuckersuspen- 
sionen absolut nicht der Fall ist, daB sie frei von Agglutination waren, 
leicht Sauerstoff aufnahmen und sich bei der Wassermannschen 
Reaktion wie frische Zellen verhielten (Schafblut). Bis auf das Ver- 
halten bei der Wassermannschen Reaktion, das nicht untersucht wurde, 
kénnen diese Angaben in meinen Versuchen vollauf bestatigt werden. 
Es steht demnach mit Sicherheit fest, dab die Blk. einen wesentlichen 
Teil ihrer hervorragendsten Eigenschaften erhalten hatten. 

Erwahnt sei noch, daB Sogen (2) und Pepper (3), nach der Methode 
Rous und Turners arbeitend (3 Teile Blut, 2 Teile 3,8proz. Natriumcitrat- 
lésung, 5 Teile 5,4proz. Dextroselésung), Kaninchen-Blk. mehrere Wochen 
gehalten haben. Pepper konservierte Kaninchen- und Menschenblut, 
entweder defibriniert oder in der angegebenen Mischung mehrere Wochen 
im Eisschrank. Durch Vitalfarbung mit Brillant-Cresylblau Darstellung 
der Retikulation der jugendlichen Blk. Bei Dextrosecitratblut Abnahme 
der retikulierten Zellen; nach 4 Wochen noch einige vitalfarbbar. Bei defi- 
briniertem Blut nach 3 Wochen Zahl der retikulierten Blk. noch unver- 
mindert. Sogen arbeitete nach etwas modifizierter Methode: Entnahme 
des Blutes aus der Carotis des Kaninchens unter aseptischen Kautelen und 
Vermischung mit Citrat-Saccharoselésung im Verhialtnis 3: 2:5. Darauf 
Sattigung des Blutes mit O, durch 10 Minuten langes Schiitteln mit Luft. 
Aufbewahrung in sterilen GlasgefaBen bei konstanter Temperatur von 20° 
und Bestimmung des O,- und C O,-Gehalts und der O,-Kapazitaét mittels 
des Barcroft-Haldaneschen Differentialblutgasapparates. Die O,-Kapa- 
zitat der Blk. gesunder Karinchen, die iiber 40 Tage in vitro konserviert 
wurden, zeigte wihrend langer Zeit rur geringe Abnahme. Die osmotische 
Resistenz nahm bis zum 20. Tage zu, um dann wieder etwas abzurehmen, 

Ganz anders als in der M II S-Lésung ist das Verhalten der in 
Saccharose gewaschenen und aufgeschwemmten Blk. Wie aus den 
Tabellen hervorgeht, ist ihre Haltbarkeit auch gréBer als die der Koch- 
salz-Blk. Aber bei ihnen entsteht, wie auch bei Rous und Turner, 
meist nach einiger Zeit feste, nicht oder nur schwer aufschiittelbare 
Sedimentierung (Versuch 5, 11). Ferner trat haufig beim Waschen 
Agglutination auf, die allerdings nach mehrstiindigem Stehen sich 
wieder léste (s. 8.427), eine Erscheinung, die schon von Giirber (33) 
beschrieben wurde. Erinnert sei in diesem Zusammenhang noch an 
die erhebliche Volumenschrumptung und die Unfahigkeit, beim Zentri- 
fugieren eine lackfarbene Siule zu geben (s. 8.427). Ahnlich wirkte 
die Dextrose, nur waren hier die Ergebnisse nicht ganz so regelmaBig. 
Wieweit die Befunde sich bei anderen Blutarten bestatigen werden, 
ist nach Rous und Turner und besonders den viel alteren Arbeiten 
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Giirbers (33) sehr fraglich. In einem Versuch (Nr. 7) trat gleich beim 
Waschen mit Dextrose Agglutination und Himolyse auf. Man denke 
dabei an die Angaben friiherer Autoren [Hdber (25), Kap. VII, 8. 440 
bis 443] tiber die Permeabilitaét von Saugetier-Blk. fiir Glucose. So 
gibt Masing an, daB Rinder-Blk. teilweise fir Traubenzucker per- 
meabel sind (34). 

Eine sehr gute konservierende Wirkung, die beinahe an die des 
MII S-Gemisches herankommt, hat auch die Phosphatlésung, nur 
trat zum SchluB haufig die schon besprochene (S. 428, 429), leicht 
ins Braunliche spielende Verfarbung auf, wahrscheinlich eine Wirkung 
des aus dem H,PO4-Ion leicht abspaltbaren H’-Ions. Eine Fixierung 
im Sinne Jarischs (22) kommt hier jedenfalls nicht in Frage, da die 
H -lonenkonzentration in meinen Versuchen doch zu gering dazu ist. 
Auch sprechen positiv ausfallende Hypotonie- und Alkaloidhimolyse- 
versuche dagegen (vgl. S. 434 bis 439). 

Bei den iibrigen Salzlésungen hatte man nach Hamburgers (12) 
Versuchen iiber die Hypotonieresistenz erwarten diirfen, daB Na, SO, 
die Blk. besser konservieren wiirde als NaCl. Das ist aber anscheinend 
nur in geringem Grade der Fall (Versuch 7 und 9a). Dem stehen Ver- 
such 2 (und 6) ohne Verbesserung der Haltbarkeit gegeniiber. 

Uber KCl und CaCl, liegt nur ein Versuch (11) vor. Hier war 
die durch CaCl, erzielte Haltbarkeit gréBer als die in NaCl-Lésung und 
auch gréBer als die im allgemeinen durch NaCl erzielte. 


Il. Haimolyseversuche. 
1. Morphinalkaloide. 
Methodisches, 

Die Alkaloidlésungen wurden in Anlehnurg an Rhode (4) hergestellt. 
Die Konzentration der einzelnen Alkaloide sollte 4 Proz. betragen, ein von 
Rhode als giinstig ausgeprobter Wert. Nun betriigt die isotonische Kon- 
zentration bei den Chloriden der verwandten Alkaloide etwa 6 Proz., bei 
den Sulfaten etwa 8 Proz.; geringfiigige Abweichungen der osmotischen 
Konzentration aber sind fiir die Hamolyse bedeutungslos (Rhode). Daher 
wurden jeweils 4proz. Lésungen der Chloride in einer Mischung von einem 
Drittel isotonischer Salz- oder Zuckerlésung und zwei Dritteln Wasser, 
bzw. eine 4proz. Lésung des betreffenden Sulfats in einer Mischung, die 
aus gleichen Teilen isotonischer Salz- oder Zuckerlésung und Wasser 
bestand, hergestellt. Es erscheint auf den ersten Blick nicht ganz korrekt, 
bei Morphinchlorid und Morphinsulfat Lésungen von gleichen Gewichts- 
prozenten zu vergleichen, da das Sulfataquivalent gréBer ist als das Chlorid- 
aquivalent. Durch den geringeren relativen Kristallwassergehalt des Sulfats 
gleicht sich der Unterschied aber fast genau aus (vgl. Rhode, |. ¢., 5. 560), 
In dieser Mischweise wurden Lésungen hergestellt von Morphinchlorid 
in Kochsalz und Phosphat, von Athylmorphinchlorid (Dionin) in Kochsalz, 
Rohrzucker und Phosphat, von Morphinsulfat in Natriumsulfat, von 
Codeinphosphat in Phosphat und Kochsalz und von Codeinchlorid in 
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Kochsalz und Phosphat. Die Lésung des Codeinchlorids wurde durch 
vorsichtigen Zusatz von verdiinnter Salzsiure zu feingepulverter Codeinbase 
selbst hergestellt, und zwar in der Konzentration von 3,2 Proz. reiner Base. 
Dies entspricht einer Konzentration von 4 Proz, Codeinchlorid mit 2 Mol. 
Wasser, wie sie von Rhode benutzt wurde, Die Reaktion, die mit Methylrot 
gepriift wurde, war die gleiche wie bei allen anderen (vgl. unten) py = 6,0 
bis 6.3. 

Die Codeinphosphatlésung wurde zu 4,6 Proz. gewihlt, was dem 
gleichen Gehalt an Codeinbase entspricht. Zur Lésung diente ein Gemisch 
von einem Drittel isotonischer Phosphat- oder Kochsalzlésung und zwei 
Dritteln Wasser. 

Da simtliche Salze sauer reagierten, muBten verschiedene Alkaloid- 
lésungen noch neutralisiert werden. Es war das erforderlich bei den Lésungen 
von Morphinchlorid und Dionin in Kochsalz und Saccharose, Morphin- 
sulfat in Natriumsulfat und Codeinphosphat in Natriumphosphat und 
-chlorid. Nicht nétig war es, bei den Lésungen der Alkaloidchloride in 
Phosphat, da hier die Pufferung ausreichte, die Saure abzustumpfen. 
Bei der Lésung von Codeinphosphat in Phosphat war es deswegen erforderlich, 
weil Codeinphosphat als primares Salz der Phosphorsaiure besonders stark 
sauer reagierte. Die Neutralisierung erfolgte durch Zufiigung von isotoni- 
scher Na HC O,-Lésung so lange, bis die Lésungen mit der reinen Phosphat- 
lésung (vgl. oben 8. 419) von py = 6,0 bis 6,3 gleiche Farbung unter Zusatz 
von Methylrot aufwiesen. Fiir 50 cem Lésung wurden | bis 2 cem Bicarbonat 
gebraucht. Ganz genau kommt es auf die zugesetzte Bicarbonatmenge 
nicht an, da die Alkaloidsalze als Salze bloB mittelstarker Basen selbst 
puffernde Eigenschaften besitzen. 

Die Alkaloidlésungen waren teilweise iibersaéttigt. Wenn wiahrend des 
Versuchs etwas von den betreffenden Stoffen ausfiel, wurde er nicht fort- 
gesetzt. 

Stets wurden zu 2 oder 2,5cem der zu priifenden Lésung 0,2 oder 
0,25cem der 5proz. Blk.-Suspension zugesetzt. Die Reagenzgliser mit 
den Aufschwemmungen wurden teils bei Zimmertemperatur belassen, teils 
in den Thermostaten (37°) gebracht und von Zeit zu Zeit der Hiimolysegrad 
geschatzt. 

Versuchsprotokolle. 

In den Tabellen XIV bis XXII bedeuten die in der obersten wage- 
rechten Zeile stehenden Angaben die gepriiften Giftlésungen, die 
darunter stehenden Angaben die Wasch- und Suspensionsfliissigkeiten 
der jeweils benutzten Blk. Die Menge dieser Fliissigkeiten betrug in 
der Gesamtmischung nur ein Zehntel, so daB fiir das ,, Milieu die 
Angaben der ersten Zeile maBgebend sind, und nur fiir die Vorbehandlung 
die der zweiten. Die angegebene Zeit gilt vom Augenblick der Zu- 
fiigung der Blk.-Suspension zur Giftlésung. 


Es bedeuten: MoCl: Morphinchlorid; Di: Athylmorphinchlorid 
(Dionin); CoCl: Codeinchlorid; MoSulf: Morphinsulfat; Co Ph: Codein- 
phosphat; MoCl + Ph: eine Lésung von MoCl in Natriumphosphat in 
oben angegebenem Verhiltnis usf. Uber Hamolysebezeichnungen vgl. oben 
8S. 421. Ein Doppelstrich (=) bedeutet Ausfallen von Substanz. 











Konservierung in vitro und elektive Giftempfindlichkeit usw. 433 


Versuch Ib), 


Vergleich von Rinder- und Schweineblut am Tage der Aufschwemmung. 


Tabelle XIV (Versuch Ib). 





Rinderblut Schweineblut 
Zeit MoCl + Cl Di+ Cl ~~ MoCl+ Cl Di + Cl 
NaCl Sacch. NaCl Sacch. NaCl Sacch NaCl Sacch 
sb il Ul 
] V 0 0 V 
1D, I i 
21), 0 1 V 
31 Vv i 0 
6 II I 
163), 0 II I 
19 I II 0 I 
42 I 1I—I1] I I—II 


Man sieht zuniichst eine viel gréBere Resistenz der Zucker-Blk. als 
der NaCl-Blk. Dies war eine der Hauptbeobachtungen Rhodes. Auch geht 
die Hamolyse, nachdem sie einmal eingesetzt hat, bei Saccharose- Blk. sehr 
viel langsamer vor sich als bei NaCl-Blk. Ferner sieht man, daB die Schutz- 
wirkung des Zuckers bei Schweine-Blk. eine gréBere ist als bei Rinder- Blk, 

Bemerkenswert ist, daB kein strenger Parallelismus besteht, sondern 
die Blk, jeder Tierart durch jede Art von Milieu in ihrer relativen Empfind- 
lichkeit gegeniiber den beiden Alkaloiden quantitativ verschieden abge- 
stimmt werden. 


Versuch 3b. 


1 Tag nach der Aufschwemmung. 


Tabelle XV (Versuch 3b). 





Zeit MoC! + Cl MoC! + Ph Di + Cl Di + Ph 
- NaCl NaCl NaCl NaCl 
1h V Ill 
ae 0 0 

23), II I 

3 lil 

5 V 


Aus der Tabelle XV geht erstens hervor, daB, wie erwartet, die in 
NaCl aufgelésten Alkaloide stirker wirksam sind als die in Phosphat auf- 
gelésten [vgl. Rhode (4), 8.565 iiber Ammoniumphosphat und Rhode (35), 
8S. 186 iiber Codeinphosphat], und zweitens, daB Dionin im ganzen wirk- 
samer ist als Morphin, was sich ja auch schon auf Tabelle XIV (Versuch Ib) 
gezeigt hat. 


1) Uber Versuchsbernennung vgl. 8. 421. 


Biochemische Zeitschrift Band 161. 
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Versuch 8b. 


1 Tag nach der Aufschwemmung. 


Tabelle X V1 
(Versuch 8b), 





MoCl+Cl CoCi+Cl Di+Cl MoCl + Ph Di + Pb CoPh + Ph 

-” Na Cl Ph NaCl Ph NaCl Ph NaCl Ph NaCl Ph NaCl Ph 
5m 0 Ill 0 

10 0 0 Ill 0 V It] 

15 II I] V Il V 
20 Ill Ill IV 
25 IV 0 IV V 0 

]h V V V 0 II 

2 0 It It-Ill 

3 I] V II! 0 
4 11-111 III I] 
6 tl Ill V 
8 Ill IV 0 

10 Ill V ! 

2 IV Vv 








Einerseits schiitzt die Anwesenheit von Phosphationen in der Gift- 
lésung die Blk. vor Himolyse, andererseits macht Vorbehandlung der BIk. 
mit Phosphatlésung dieselben sehr viel empfindlicher gegen die Alkaloide 
Nur gegen Morphinchlorid in Kochsalzlésung sind die phosphatgewaschenen 
Blk. resistenter als die chloridgewaschenen. 


Versuch 8e. 
2 Tage nach der Aufschwemmung. 


Tabelle X VII 
(Versuch 8c). 





MoSulf. + Sulf. 


MoCl + Cl 
Zeit 
NaCl Ph Sult. NaCl Sulf 

ah Il I 0 

] Il II I 

1, V 111 Il 

Lb, V III 

13), \ 
16 0 
17 I 
24 I 0 


Der Versuch zeigt, daB Sulfationen die Resistenz der Blk. gegen 


Morphin erhéhen, sowohl bei der Vorbehandlung als auch besonders bei 


gleichzeitiger Einwirkung mit dem Gift zusammen. 
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Versuch 8d, 


3 Tage nach der Aufschwemmung. 


Tabelle XVIII (Versuch 84d). 





CoC! + Cl m+ Cl 
Zeit 
NaCl Ph Sult. NaCl Ph Sulf 

5m 0 V 0 0 V 0 
15 I! I—I1 I] ll 
20 lil I] Il V 
25 Vv Il V 
30 V 


Der Versuch zeigt den EinfluB des Sulfats beim Waschen auf Codein- 
chlorid- und Dioninhimolyse. Er ist keineswegs einheitlich, 

Bei Versuch 8e¢ und d erweist sich beziiglich Phosphat-Blk. die Ver- 
wandtschaft zwischen Codein und Dionin gegeniiber Morphin, bez. Sulfat 
von Morphin und Codein gegeniiber Dionin, Durch Phosphat werden die 
Blk. codein- und dioninempfindlich, durch Sulfat dioninempfindlich. 


Versuch 9b. 
1 Tag nach der Aufschwemmung. 


Tabelle XIX (Versuch 9b). 





MoCl + Cl CoC! + Cl Di Cl ° 

Zeit 

NaCl Ph NaCl Ph NaCl Ph 
5m Il I! 
10 V It 
25 0 Vv 
40 II 
50 It 
]h 0 Vv 
I? , 0 0 I 
2 I I II 
AT Il V 


Es zeigt sich bei diesem Versuch wieder eine starke Beschleunigung der 
Codein- und Dioninhimolyse bei Phosphat-Blk., und zwar ist sie bei Codein 
erheblich starker als bei Dionin, so daB bei diesem Versuch dieselbe Codein- 
lésung, die auf Kochsalz- Blk. sechwacher wirkt als Dionin, auf Phosphat-Blk,. 
stirker als dieses wirkt. In Morphinchlorid beginnt die Hamolyse zur selben 
Zeit bei Kochsalz- und Phosphat-Blk. 

In Versuch 9c (Tabelle XX) (1 Tag nach Aufschwemmung) wurde 
nochmals festgestellt, da8 Codeinphosphat auf Phosphat-Blk.  stirker 
wirkt als auf Kochsalz- Blk. 


Tabelle XX (Versuch 9c). 





CoPh + Ph 
Zeit 
NaCl Pa 
15h 0 | 
18 0 11 


28 * 
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Versuch 9d. 


2 Tage nach der Aufschwemmung. 


Tabelle XXI (Versuch 9d). 





MoCl + Cl CoCl + Cl Di + Cl 
Zeit 
NaCl Ph Sult. NaCl Ph NaCl Ph Sult 

10m II I] 
20 it Il 
30) V IV 
40 0 0 Vv 0 
1! yh I I I 
LF LI 1 Il 
2 Ii! Itt 

21), 0 0 0 IV \ 

3 1] Il I Vv 

3}, Hl It! II 

6 V V I-11 

15 11 


Der Versuch weist wiederum die verstarkte Hiimolyse von Phosphat- 
Blk. in Codein- und Dioninlésung gegeniiber den NaCl-Blk. auf, wihrend 
bei Morphinchlorid diesmal wieder iiberhaupt kein Unterschied zu bemerken 
ist (vgl. Versuch 9b). AuBerdem ist deutlich erkennbar verminderte Hiamo- 
lvse von Sulfat-Blk. durch Morphin und eine verstirkte durch Dionin. 


Versuch 9e, 


6 Tage nach der Aufschwemmung. Thermostat (37°). 


Tabelle XXII (Versuch 9%e). 





MoCl + Cl 


Zeit 

MIIS Ph Sulf 
]h Ill V IV 
MM, IV V 
1 V 


AuBer der schon oben beobachteten gréBeren Resistenz von Sulfat- 
Blk. gegeniiber Phosphat-Blk. zeigt dieser Versuch noch, daB am 
resistentesten, wenigstens gegen Morphin, zweifellos die M II S-Blk. sind. 

Versuch 18. 

Rinder- Blk. in Saccharose. 


a) 1 Tag nach der Aufschwemmung. 


Tabelle XXIII (Versuch 18a). 





Zeit Di + Cl Di + Sacch. 
2h II 0 
8 IV 0 


b) 2 Tage nach der Aufschwemmung. 
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Tabelle XXIV (Versuch I8b). 





Zeit Di + Cl Di + Sacch. Zeit Di + Cl Di + Sacch 
Qh 0 37 II i] 

24 l 0 48 V iil 

31 I I 


Beim Vergleich von Versuch 18a und 18b sieht man, daB der Wirkungs- 
unterschied von Dioninlésung in Kochsalz und einer solchen in Saccharose 
auf saccharosegewaschene Blk. sich im Laufe eines Tages ziemlich stark 
ausgleicht. Ferner ergeben die Versuche, daB die Resistenz von Saccharose 
Blk. gegen Dionin, sowohl in NaCl- als auch in Saccharoselésung, mit det 
Zeit zunimmt. 

Versuch 8e (Tabelle XXV). 

Vergleichsversuch mit einer 8 Tage alten MII S-Suspension und 
frischem, ungewaschenem Blut. Von dem Blute wurde das gleiche Volumen 
zur Giftlésung hinzugesetzt wie von der (Sproz.) Suspension, Es befanden 
sich also in gleicher Menge Giftlésung 20mal so viel Blk. bei dem Versuch 
mit ungewaschenen Blk. wie bei dem M I1 8-Versuch. 


Tabelle XX V (Versuch 8&e), 





M IIS-Blk. Reines Blut 
S=--- ni © Sf ene = Sa | gece sn 5 = 
we G5 SE 93 So eo) 2 | 5 SS Se ag Go| FO 
Z+/E+ i+ 0+ 0+! 5 |g St E+le4/O+] O+ | og 
15m 0 I Il \ 
25 I Il j 
30 I] Il 
35 Ii! 0 
45 V I 0 
55 Il I 
80 Il Il 
0 0 Il 0 Il 
105 Il V I I 
1235 = dil I Il 
135 0 I Il 
3h l Il II 
4 I 1 Il IT-11! 
5 0 I I] Il It-Ill 
7 I 0 I I] I] 1-111 
23 l I II I I 11-111 V 
26 I lil I] I 1-1 
29 0 I Vv Il I il 


Auch hier tritt wieder bei Ersatz eines Teiles oder aller Cl’-Tonen der 
Alkaloidlésung durch Phosphat- oder Sulfationen eine deutliche Himolyse- 
hemmung ein. Ferner sieht man, daB die8 Tage alten,in M Il Saufbewahrten 
Blk. etwas widerstandsfahiger sind als ganz frische, unbehandelte. 


Es sei hier noch die Beobachtung angefiigt, dal sich die Morphin- 
hamolysate nach einiger Zeit immer etwas oliv-braunlich verfarbten. 
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2. Chininversuche. 
Versuch 9f. 

Da nach Friede (36) eine Iproz, Lésung des neutralen Chininchlorids 
himolytisch wirkt, wurde der Versuch mit einer lproz. Lésung dieses 
Salzes angestellt. Das Salz hat die Zusammensetzung: 

Cy9H,,N,O,HCI . 2 aq. = 396,5. 


Entsprechend den von Rhode (4) gemachten Annahmen (vgl. 8S. 431) 
miiBte eine blutisotonische Lésung des Salzes etwa 6proz. sein, wenn das 
Salz iiberhaupt in so hohem Prozentsatz wasserléslich ware. Es wurde 
dementsprechend eine | proz. Lésung des Chininchlorids in einer Mischung 
von 5/, isotonischer NaCl-Lésung und !/, Wasser benutzt. 


Tabelle XX VJ (Versuch 9f). 





Chininchlorid + NaCl 


Zeit 
MIS NaCl Ph Sulf. 

5m II z 
10 Ii! 

15 0 0 V 

Jhb I] II 

13), Ill Ill 
17 V V 


Der Versuch war 3 Tage nach der Aufschwemmung der Blk. angestellt, 
Versuchsanordnung die gleiche wie bei den vorhergehenden Versuchen. 
Der Versuch zeigt stark beschleunigte Hiimolyse der Phosphat-Blk. 


In den folgenden beiden Versuchen sollte die recht unwahrscheinlich 
klingende Angabe von Friede (36) gepriift werden, da Chininsulfat 
in Verdiinnung von |: 7000 Hammel-Blk. etwa ebenso stark hamo- 
lysiere wie neutrales Chininchlorid in der Verdiinnung von 1: 100. 
AuBerdem wurden noch zwei Lésungen untersucht, die Chininchlorid 
und Chininsulfat in der Verdiinnung von | : 500 in isotonischer NaCl- 
Lésung enthielten. 

Versuch 19a. 

Einfache 5proz. Suspension von Hammelblut in NaCl-Lésung, ohne 
daB das Blut vorher gewaschen oder das Serum abzentrifugiert wire. 
Thermostat (37°). 

Tabelle XXVII (Versuch 19a). 





Zeit — ChinSulf. ChinCl ChinSult. 
3h III 0 0 0 
17 koag. *) 0 lil iil 


*) Hamoglobinfarbe war verschwunden, dichter, flockiger, grauer Niederschlag. 


Versuch 19b. 


2 Tage nach Waschung und Aufschwemmung in NaCl-Lésung. Der 
Versuch ergibt das gleiche Bild wie der letzte. 
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Versuch 19a und b zeigen etwa gleiche Wirkung des Sulfats und 
Chlorids, was wohl auch zu erwarten war, da die wenigen Sulfationen 
bei dem starken Uberwiegen der Chloridionen im Lésungsmittel wohl 
kaum zur Geltung kommen diirften. Die Chininsulfatlésung von 
1: 7000 zeigt iiberhaupt keine Hamolyse, wahrend die 1 proz. Chinin- 
chloridlésung bereits nach 3 Stunden starke Hamolyse bewirkt hat. 
Die oben erwahnte Angabe Friedes konnte also nicht bestatigt werden. 


3. Hypotonieversuche. 

Da die Alkaloidversuche an den Phosphat-Blk. so iiberraschende 
tesultate ergaben, wurde noch ein Hypotoniehiimolyseversuch an- 
gestellt. 

Versuch 8f, 
3 Tage nach der Aufschwemmung. Durch Hinzufiigen vom gleichen 


oder halben Volumen Wasser zur Suspension in blutisotonischer Lésung 
wurde dieselbe hypotonisch gemacht: 


Tabelle XXVIII (Versuch 8f.) 





1 4 isotonisch 2 , isotonisch 
Zeit 
MIIS NaCl Ph Sulf. MIIS NaCl Ph 
5m V V Vv 0 0 It! 0 
]} ,h Il I {il I] 
17 Ill I V II 


Es ordnen sich demnach die einzelnen Lésungen im Sinne der Resistenz- 
erhéhung nach der Reihe: 


NaCl < Phosphat < M ITS < Na,SO,. 


Versuch le. 

3 Tage nach der Aufschwemmung. Saccharose-Blk. himolysierten 
nicht bei 20facher Verdiinnung der Suspension mit Wasser. Bei noch 
stirkerer Verdiinnung trat Himolyse ein. Auch Bang (37) fand bei 
Saccharose-Blk. eine mit der Zeit zunehmende Hemmung der Hypotonie- 
himolyse. Saccharose-Blk. himolysierten bei ihm nach 1I6stiindigem 
Stehen erst in 1,6proz. Rohrzuckerlésung. Das wire also etwa bei sechs- 
facher Verdiinnung der isotonischen Konzentration. 


Besprechung der Versuche. 


Mit Ausnahme von Versuch 1b und 19a und b sind alle Versuche 
iiber Himolyse mit Rinder-Blk. gemacht. 

Die geschilderten Befunde erweitern das bereits von Rhode (4) 
beigebrachte Material iiber die Variationen der Empfindlichkeit von 
roten Bik. fiir Alkaloide mit Anderungen des Milieus und der Vor- 
behandlung. 
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Man darf voraussetzen, das mehrmalige Waschung der Blk. mit 
bestimmten Salzen, Sacchariden oder Mischungen zum Austausch 
eines Teiles der in ihnen enthaltenen Kristalloide gegen die Bestand- 
teile des Milieus fiihrt [vgl. Giirber (38) und andere Autoren, von denen 
hier Koeppe (39), Hamburger (40), Wiechmann (41), Ege (31), Siebeck (42) 
und Gollwitzer-Meier (43) erwahnt seien; vgl. auch Héber')). 

In meinen Versuchen zeigt sich, daB die Waschung nicht nu 
entschiedenere, sondern auch qualitativ ganz andersartige Beeinflussung 
der Empfindlichkeit der Blk. herbeizufiihren vermag als bloBe Auf- 
schwemmung in denselben Lésungen. 

Man darf annehmen, daB die Aufschwemmung zu _prinzipiell 
analogen Austauschvorgingen fiihrt wie die Waschung, daB sie sich 
jedoch mehr auf oberflichlichere Schichten der Blk. und auf ein ge- 
ringeres AusmaB beschrinken; denn bei der Waschung pflegt eine 
langere und auch viel innigere Beriihrung mit der umgebenden Fliissig- 
keit zu erfolgen als bei der bloBen Aufschwemmung. Somit ergibt sich 
wiederum, wie schon bei Rhode (4) (S. 568), die Nétigung zur Unter- 
scheidung zweier Teilvorgange bei der Alkaloidhimolyse: das Fin- 
wandern der Base und die durch sie im Innern gesetzte Verdnderung. 

DaB Zucker und Sulfat die Hamolyse durch Alkaloide zu hemmen 
vermégen, ist bekannt [ Rhode (4), Luger (6), Hiruma (5)]. Andererseits 
ist auch bekannt, da®B Sulfat die Saponinhimolyse beférdert oder 
mindestens nicht hemmt [vgl. Port (18), Miculicich (19), Héber und 
Nast (17), Handovsky (14)]. Es ist nun. bemerkenswert, daB die hem- 
mende Wirkung der Sulfatwaschung im Vergleich zur Chloridwaschung 
in meinen Versuchen nur gegeniiber dem Morphin und Codein auftrat, 
beim Dionin dagegen umgekehrt in eiae Begiinstigung umschlug 
(Tabelle XVIII und XX1). 

Prinzipiell ahnliche Verhaltnisse scheinen beim Phosphat vor- 
zuliegen, obwohl hier die Beurteilung wesentlich schwieriger ist; denn 
der Faktor einer Verschiebung der Wasserstoffzahl im Innern der 
Blk. spielt hier viel starker hinein (vgl. 8. 428f.). Dennoch ist auch 
hier in héchstem Grade bemerkenswert, daB die Waschung in Phosphat 
die Empfindlichkeit der Blk. fiir Codein und Dionin im Vergleich zu 
Chlorid erheblich steigerte, fiir Morphin dagegen eher herabsetzte. Am 
auffalligsten liegen die Verhialtnisse im Versuch 8b. 

Die Empfindlichkeit der Phosphat-Blk. fiir Hypotonie war geringer 
als die der Kochsalz-Blk., trotz der etwas saureren Reaktion, die ja 
bekanntlich die Hypotoniehimolyse verstarkt, vgl. Haffner (44). Um 
besonders labil gewordene Blk. handelte es sich also nicht. Vgl. auch 
die Lebensdauerversuche 8. 431. 


1) Héber (25), 8.439 und 443ff. 
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Mehrere Befunde in diesen Versuchen sprechen also dafiir, da} 
die elektive Giftempfindlichkeit der Zellen fiir Alkaloide mit ihrem 
Mineralgehalt in Zusammenhang gebracht werden kann. [Vgl. dazu 
Héber (25), 8. 592 ff.] 

Wie bereits Rhode ausfiihrte, ist die himolytische Wirkung der 
Alkaloide wahrscheinlich vorwiegend davon abhangig, wie sie in die 
Bik. eindringen, sei es auf Grund spezifischer Permeabilitaétsverhalt- 
nisse (Rhode), oder auf Grund bestimmter Endgleichgewichte, die 
nach Tanaka (32) in verschiedenen Lésungen verschieden sind. 

Aus mehreren Versuchen geht hervor, daB Ersatz von Chlorid 
durch Phosphat in der AuBenfliissigkeit (Milieu) die Wirkung, und zwar 
vermutlich das Eindringen der Alkaloide, erheblich abschwicht, be- 
sonders deutlich bei dem phosphatreichsten Codeinversuch (Tabelle XVI, 
letzte Spalte). Es ist also zu abstrahieren, daB trotz der leicht sauren 
Reaktion das Phosphat die Permeabilitat der oberflachlicheren Schichten 
vermindert. Andererseits steigert Phosphat nach dem Eindringen, 
d.h. an den damit gewaschenen Blk. die Empfindlichkeit fiir Codein 
und Dionin. Man wird das Bediirfnis empfinden, diese in gewissem 
Sinne gegensiatzliche Wirkung des Phosphats (oberfliachlich ,,ver- 
dichtend**, im Innern ,,auflockernd’) auf verschiedene Momente 
zuriickzufiihren. Vielleicht spielt ebenso wie fiir das Verhalten des 
Volumens der Blk. (s. 8.428) eine nach dem Eindringen ins Innere 
gesetzte Verschiebung der Reaktion nach dem sauren Gebiet hin eine 
mitbestimmende Rolle. 

Mit solcher Reaktionsverschiebung lieBe sich auch das verschieden- 
artige Verhalten gegeniiber Morphin einerseits, Codein und Dionin 
andererseits in einen logischen Zusammenhang bringen, wenn man 
bedenkt, daB Morphin mit einer unbesetzten Phenolgruppe eine deutlich 
saurere Verbindung darstellt als die beiden anderen Alkaloide. Zur 
Fixation der basischeren Substanzen Codein und Dionin kénnte die 
Neigung in sauren Blk. gréBer sein als zu der des Morphins, 

Diese Auffassung wiirde allerdings in einem gewissen Gegensatz zu 
Befunden von Bethe (45, 46) stehen, der feststellte, daB saure oder kiinstlich 
angesduerte Zellen nur Siurefarbstoffe speichern und keine basischen. Es 
wird das schlieBlich davon abhingen, ob der fixierende Zellbestandteil von 
einer zugesetzten ein- oder mehrbasischen Saure das H’-Ion aufnimmt und 
dadurch zum Kation wird, oder ob er durch Anlagerung des Anions mehr 
sauren (elektronegativen) Charakter annimmt'), 

Eine andere Erklarungsméglichkeit ist durch einen Befund von 
Tanaka (32) gegeben. Danach wird die Aufnahme von Séiurefarb- 
stoffen in Blk. durch Salze in umgekehrtem Sinne beeinfluBbt wie die 


1) Vgl. z. B. Gabbe (47) iiber verschieden starke Adsorption von An- 
lonen verschiedener Siurer. 
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von basischen Farbstoffen. Es kénnte also das etwas saurere Morphin 
eine ahnliche ,,.Umkehr der lonenreihe** hervorgerufen haben wie be) 
Tanaka die Saurefarbstoffe. 

Bei dieser Betrachtung soll freilich keineswegs verkannt werden, 
daB es sich nur um einen Teil der bei den Erscheinungen beteiligten 
Momente handeln kann. Denn bei dem Sulfat wurden ja prinzipie!! 
analoge, wenn auch quantitativ zuriicktretende Verschiebungen det 
Empfindlichkeit fiir die einzelnen Alkaloide konstatiert. Eine Méglich- 
keit zu einer einfachen Deutung vermag ich in diesem Falle nicht zu 
erblicken. 

Eine analoge Beobachtung tiber Empfindlichkeitsinderungen fiir 
verschiedene Alkaloide hatte bereits Rhode (4) (Versuch 3, 8S. 563 
gemacht, als er Kochsalz- und Rohrzucker-Blk. verglich. Eine Wieder- 
holung dieses Versuchs (Versuch 1b, 8.433) brachte mir allerdings 
keine Bestatigung; im Gegensatz zu Rhodes Befund erwies sich Dionin 
gegentiber Morphin sowohl in Kochsalz- wie in Rohrzuckerlésung als 
stirker himolytisch. Die Verhaltnisse kénnen also noch nicht als end- 
giiltig geklart angesehen werden. Es scheint, daB noch Momente in 
Frage kommen, die nicht zu tibersehen und zu beherrschen sind. 

Die Resistenzsteigerung der Blk. durch Zucker, besonders Saccharose, 
scheint einen eigenen Charakter zu besitzen, vgl. Miculicich (19), Handovsky 
(14), Héber und Memmesheimer (48). Nach den Beobachtungen, die 
bereits oben (S. 428, 430f.) diskutiert wurden, hat man es bei der Be- 
handlung mit Rohrzucker doch mit einer viel eingreifenderen Verainderung 
in der Struktur der Blk. zu tun als bei der Behandlung mit Sulfat oder 
Phosphat, wie am deutlichsten aus dem Verhalten beim Zentrifugieren 
hervorging (vg!. oben 8S, 427). 

Erwahnt sei hier noch, daB Luger (6) eine Verzégerung der Chinin- 
hamolyse durch Dextrose fand. Nach Hdber und Memmesheimer (48) 
ist die Aufnahme von Farbstoffbasen in Saccharose- Blk. vermindert gegen- 
iiber NaC]-Blk., nach Hiruma (5) die von Rhodanid und Salicylat, nach 
Tanaka (32) die von Farbstoffsiuren nicht nur nicht vermindert, sondern 
im Gegenteil vergréBert. 

Trotz mancher UnregelmaBigkeiten ist das nunmehr vorliegende 
Material doch schon so groB und auf hinreichend exaktem Wege ge- 
wonnen, daB die Méglichkeit willkiirlicher Erzeugung elektiver Alkaloid- 
empfindlichkeit nicht mehr in Frage gestellt werden kann. Wieweit 
diese willkiirlich gesetzten Veranderungen als vereinfachte Vorbilder 
der im Organismus gegebenen Bedingungen betrachtet werden kénnen, 
mag offen bleiben; doch darf darauf hingewiesen werden, daB viele 
Erfahrungen dafiir sprechen, daB sich die einzelnen Zellenarten sehr 
deutlich durch ihren Gehalt an mineralischen Stoffen unterscheiden. 


Ein Wort verdient in diesem Zusammenhange noch der in Versuch 9%e 
erhobene Befund. In diesem Versuche waren die Blk. mit der Mischung 
gewaschen, die sie in besonders hohem MaBe unveriindert l4Bt (M IIS, 
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vgl. S. 423 bis 425, Versuch 10 bis 13). Es zeigte sich, daB an solchen Blk 
die Morphinwirkung geringer ist als an Phosphat- und Sulfat-Blk. 

Versuch 8e zeigt einen weitgehenden Parallelismus der Wirkung der 
verschiedenen Alkaloidsalze auf unbehandelte und in M IIS gewaschene 
Bik. Nur eine maBige Verschiebung im Sinne verminderter Empfindlich- 
keit der gewaschenen Blk. ist erkennbar. Da in beiden Versuchsreihen 
nicht die gleiche Zahl von Blk. in die Versuche kam, auBerdem das Blut 
verschiedener Tiere benutzt werden muBte (die M II S-Suspension war 
schon mehrere Tage alt), ist dieser Unterschied ‘nicht exakt auszuwerten, 
Da aber die Zahl der Blk. in dem ,,.Waschversuch™ auf gleiche Alkaloid. 
konzentration geringer war als in dem Versuch mit frischem, ungewaschenem 
Blut, spricht alles dafiir, daB tatsiichlich das Waschen in dieser Lésung eine 
Steigerung der Resistenz (vielleicht auch eine Verringerung der Permea- 
bilitat) herbeigefiihrt hat. 


Zusammenfassung. 


1. Es bestatigt sich, daB als beste Konservierungsfliissigkeit fir 
rote Blk. eine nach dem Prinzip von Rous und Turner (1) zusammen. 
gesetzte Salz-Zuckermischung anzusehen ist. Die hier hauptsachlich 
mit gutem Erfolg benutzte Lésung bestand aus ®/, aquilibrierter, blut- 
isotonischer Salzlésung und !), isotonischer (9,15 proz.) Saccharose- 
léisung. Die Salzlésung enthielt: 0,90 Proz. NaCl; 0,098 Proz. KCI; 
0,098 Proz. CaCl,; 0,049 Proz. NaHCO, (vgl. 8.419). Es gelang, in 
dieser Lésung gewaschene und suspendierte Rinder- und Kalber-Blk. 
20 Tage lang bei konstantem Volumen und 40 Tage unhamolysiert zu 
erhalten. Bei Kaninchen-Blk. gelang es nur 10 Tage. Mit einem Salz- 
Dextrosegemisch wurden nicht ganz so gute Resultate erzielt. 

2. Das Volumen der Blk. war in dem Salz-Zuckergemiscn gegen- 
iiber reinem Kochsalz und Serum nur um wenige Prozent herabgesetzt, 
in der benutzten isotonischen Phosphatlésung (8.418) gleich oder 
etwas vergréBert. In isotonischer Na,SO,-Lésung war es erheblich 
geringer, ebenfalls in Saccharoselésung. Jedoch hielt es sich bei dem 
Sulfat auf dem einmal angenommenen Werte mehrere Tage kon- 
stant, wihrend es sich bei dem Rohrzucker in den meisten Fallen noch 
mehrere Tage lang fortschreitend verringerte. Die Erscheinungen bei 
der Dextrose waren im Prinzip analog, nur nicht ganz so regelmabig. 
In den verschiedenen Chloridlésungen unterschied sich das Volumen 
nicht erheblich. 


3. Alkaloidversuche. 

a) Es konnte bestitigt werden, daB Morphin, Methyl- und Athyl- 
morphin als Chloride kochsalzgewaschene Blk. in der genannten Reihen- 
folge zunehmend himolysieren. Ebenso war das Verhiltnis bei un- 
gewaschenen und zuckergewaschenen Blk., Athylmorphin also stets 
starker wirkend als Morphin. 
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b) Es wurde bestatigt, dab Waschen und Aufschwemmen «ck 
Blk. in Saccharose die Wirkung der genannten Alkaloide abschwacht 

c) Partieller oder vollstandiger Ersatz der Chloridionen in de 
Alkaloidlésungen durch Sulfat- oder Phosphationen bewirkte Hemmuny 
der Hamolyse. Dagegen hatte Vorbehandlung der Blk. mit Phospha‘ 
oder Sulfat eine andersartige Wirkung. Waschung und Suspensio: 
der Blk. in der Phosphatlésung verstarkte die Codein- und Dionin 
hiimolyse im Vergleich zu kochsalzgewaschenen Blk., wahrend si: 
die Morphinwirkung eher abschwachte. Sulfatvorbehandlung ver 
starkte die Dioninhamolyse, doch nicht in so hohem Grade wie Phospha 
vorbehandlung, schwiichte Morphin- und Codeinhimolyse ab. 

d) Vom Chinin wirkte in den geringen Konzentrationen, in dene 
das Sulfat noch léslich ist (/ 59), Chlorid und Sulfat gleich wenig himo 
lytisch. In lproz. Konzentration wirkte das Chlorid auf Phosphat 
Blk. starker als auf Chlorid-Blk. 

4. Phosphathbehandlung verzégerte die Spontanhimolyse in un 
gefahr gleichem Grade wie Behandlung mit der Rows- und Turnersche: 
Salz-Zuckermischung und hemmte die Hypotoniehimolyse um ei 
geringes (gegeniiber Kochsalz). 

5. Rohrzucker wirkte volumenvermindernd und in jeder Hinsicht 
resistenzvergréBernd (gegen Spontan-, Hypotonie- und Alkaloid- 
himolyse). Entsprechend der fortschreitenden Volumenverminderung 
der Rohrzucker-Blk. wachst die Resistenz gegen hamolytische Ein- 
wirkungen im Laufe mehrerer Tage. Als drittes Zeichen einer zu 
nehmenden Verhartung zeigt sich eine von Tag zu Tag stiarker hervor- 
tretende Unfahigkeit, im Hamotokriten lackfarben zu werden, also 
wohl ein Verlust an Plastizitat (Gelatinierung oder Koagulation). 
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Uber das Vorkommen einer schwefelhaltigen Aminosiure 
im alkoholischen Extrakt der Hefe. 
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Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Vor kurzem haben U. Suzuki, T. Mori und der Verfasser eine 
neue schwefelhaltige Substanz von der Formel C,,H,,;N;SO, (Adenyl- 
thio-methylpentose) aus dem alkoholischen Extrakt der Hefe isoliert'). 
Der Verfasser hat die Studien des alkoholischen Extrakts der Hefe 
weiter fortgesetzt und in der Mutterlauge der oben erwahnten Substanz 
noch eine weitere schwefelhaltige Aminosaiure in folgender Weise auf- 
gefunden. 

Der alkoholische Extrakt der Hefe wurde in vacuo bis zur Sirup- 
konsistenz eingedampft, der Syrup in wenig Wasser gelést und mit 
einer konzentrierten Tanninlésung versetzt. Der dadurch entstandenc 
Niederschlag wurde in gewéhnlicher Weise mit Baryt zerlegt und 
filtriert. Das Filtrat wurde nach Entfernung des iiberschiissigen Baryts 
stark eingeengt, wobei sich Kristalle von Adenyl-thio-methylpentose 
ausschieden, die abfiltriert wurden. Das Filtrat wurde jetzt mit so viel 
starkem Alkohol versetzt, bis die Konzentration desselben 80 Proz. 
betrug, woObei ein voluminéser weiBer Niederschlag ausfiel, welcher 
abgesaugt und mehrmals aus verdiinntem Alkohol umbkristallisiert 
wurde. Diese Kristalle erwiesen sich als ein Gemisch von Leucin und 
einer schwefelhaltigen Substanz. Da die Trennung beider Substanzen 
durch fraktionierte Kristallisation fast unméglich war, so wurden sie 
wieder in Wasser gelést und mit einer gesattigten Lésung von Queck- 
silberchlorid versetzt. Die hierdurch als unlésliches Doppelsalz gefallte 


1) U. Suzuki, S.Odake und T. Mori, diese Zeitschr. 154, 278, 1925. 
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schwefelhaltige Substanz wurde mit Schwefelwasserstoff behandelt 
Diese Operation wurde noch einmal wiederholt. Die erhaltenen Kristalle 
wurden aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert. So erhielt man 
06g reines Produkt aus etwa 6000 kg frischer Hefe. Der Verfasser 
hat nun diese Substanz nach der Preg/schen mikroanalytischen Methode 
analysiert und ihre empirische Formel als C;H,,SNO, festgestellt; 
héchstwahrscheinlich handelt es sich um eine schwefelhaltige Amino- 
siure. Die Substanz bildet farblose, diinne monoklinische Tafeln. Im 
Kapillarrohr schmilzt sie unter Zersetzung bei 272 bis 273° (unkorrigiert ) 
Sie ist in Wasser und in warmem verdiinnten Alkohol leicht, aber in 


Ather und Petrolather nicht léslich. Das Drehungsvermégen det 
wasserigen Lésung ist: [a]!®” = — 11,77°. Sie gibt violette Fiirbung 


mit Triketohydrindenlésung; die Millon-, Diazo-, Biuret- sowie Eisen- 
chloridreaktionen sind negativ. Mit Quecksilberchlorid und Queck- 
silbersulfat bildet sie weibe Niederschlige. Sie wird durch Phosphor- 
wolframsaure oder Pikrinséure nicht gefallt. Selbst kochendes starkes 
Alkali macht den Schwefel nicht frei, so daB hierbei die Nitroprussid- 
und Bleiacetatreaktionen versagen. Beide Reaktionen werden erst 
hervorgerufen, nachdem die Substanz mit metallischem Natrium 
gegliiht ist. Im Gegensatz zu Athyl-cystein ist sie gegen kochendes 
starkes Alkali sehr widerstandsfahig und gibt weder Ammoniak, noch 
Athyl-mereaptan '). 

Das Kupfersalz Cu(C;H,gSNO,), bildet hellblaue diinne mono- 
klinische Platten, welche in heiBem Wasser etwas léslich, in kaltem 
Wasser aber fast unléslich sind. 

Das Derivat des a-Naphthylisocyanats C,,H,N HC O—N 4(C,H,5) 
COOH kristallisiert in langen weiBben Nadeln und schmilzt bei 187° 
(unkorrigiert). Es ist in Wasser und Ather fast unléslich, lést sich aber 
leicht in Alkohol. 

Vor einiger Zeit hat J. H. Miiller eine neue schwefelhaltige Amino- 
siure von der Formel C;H,,SNO, aus den durch Schwefelsiure- oder 
mit kaustischer Alkalihydrolyse gewonnenen Produkten von Casein 
und Ejieralbumin isoliert®). 

Die schwefelhaltige Substanz des Verfassers zeigt ganz dieselben 
Eigenschaften, d.h. bis auf den geringen Unterschied im optischen 
Verhalten mit der Miillerschen Subsianz. Obgleich die Konstitution 
derselben noch nicht véllig aufgeklart ist, so ist es klar, da®B diese 
Substanz durch Autolyse des HefeeiweiBbes gebildet worden ist. 


') Vgl. Brenzinger, Zeitschr. f. physiol. Chem, 16, 563, 1892; C. Neuberg 
und P. Mayer, ebendaselbst 44, 489, 1905. 

®) J. H Miiller, Journ. of Bact. 7, 309—325, 1922; Journ. of biol. Chem. 
56, 1, 1923. 
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Experimenteller Teil. 
1. Isolierung der Thicaminosdure. 

Frische Bierhefe wurde wiederholt mit Wasser gewaschen, gepre ft 
und zweimal mit so viel starkem Alkohol versetzt, bis die Konzentration 
der ganzen Fliissigkeit 80 Proz. erreichte (PreBhefe enthalt etwa 80 Proz 
Wasser), und warm extrahiert. Der Extrakt wurde in vacuo eingedampft, 
der Riickstand in wenig Wasser gelést und zwecks Entfernung ather 
lislicher Stoffe mit Ather extrahiert und der Atherextrakt zwecks 
Athervertreibung eingedampft. Nach dem Erkalten schieden sich 
Kristalle von Kaliumphosphat aus, die abgesaugt wurden. Das Filtrat 
wurde mit Tanninlésung versetzt. Der voluminése Niederschlag wurde 
mit Wasser gewaschen und mit Baryt verrieben. Die vom Barium 
tannat abfiltrierte Fliissigkeit wurde nach der Entfernung des iiber 
schiissigen Baryts durch Schwefelsiure stark eingeengt. Nach dem 
Erkalten schieden sich Adenyl-thio-methylpentose und Kaliumsulfat 
kristallinisch aus. Die Mutterlauge dieser Kristalle wurde mit so viel 
Alkohol versetzt, bis die Konzentration derselben 80 Proz. erreichte 
Der dabei entstandene Niederschlag wurde abgesaugt und mit 80proz 
Alkohol ausgewaschen. Das Oryzanin geht bei dieser Behandlung in 
das Filtrat iiber. Der Niederschlag wurde wieder in wenig warmem 
Wasser gelést, die Lésung mit Tierkohle entfarbt und mit starkem 
Alkohol versetzt, bis dieselbe 70proz. wurde, wobei voluminése kleine 
kugelige Gebilde ausgeschieden wurden, welche bei wiederholter Um- 
kristallisierung aus 60- bis 70proz. Alkohol als weiBe Platten aus- 
kristallisierten. Aus ihrer Mutterlauge erhielt man noch eine geringe 
Menge derselben Kristalle. Die Gesamtausbeute betrug 15g aus etwa 
6000 kg frischer Hefe. 

Diese Kristalle enthielten etwas Schwefel, bestanden aber zum 
gréBten Teile aus Leucin. 

Die Kristalle schmecken bitter und sind dem Leucin sehr ahnlich. 
Schmelzpunkt gegen 285 bis 287°. Dieselben wurden noch mehrmals 
aus Alkohol umkristallisiert und jedesmal analysiert: 


a) Stickstoffbestimmurg. 








A Substanz N Atm. Druck Temperatur N 
nalyse ‘Yo 
g ccm mm C Proz. 
I 0,0700 6,6 762 17 10,97 
II 0,0700 65 764 16 10,90 
b) Kohlenstcff- und Wasserstoffbestimmung. 
Substanz CO, H,O Cc H 
Analyse = | 
g g 8 Proz. Proz. 
I 0,1538 0,3012 0,1360 5341 | 9,82 


II 0,1521 0,2977 0,1301 53,39 9,50 
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¢) Schwefelbestimmung nach Carius, 





Substanz BaSO, Ss Ss 
Analyse : 
x x £ Proz 
I 0.1500 0.0262 0,003 598 240 
la 0.1500 0.0253 0.008 433 2.29 
Ila 0.1500 0.0250 0.008 433 2.20 
Il 0.1500 0.0266 0.003 571 2.38 


Die Formoltitration nach NSdrensen gab folgendes Resultat. 





Substanz KOH sol KOt 
2 ccm 2 
0.1000 5.6 0.029 37 


Diese Substanz wurde mit 30facher Menge 20proz. Schwefelsiure 
10 Stunden gekocht, dann wurde mittels Baryt die NSchwefelsiure 
genau entfernt und die Fliissigkeit eingedampft. Die ausgeschiedenen 
Kristaile wurden aus heibem Alkohol umgelést. Die Substanz hatte 
sich bei der obigen Operation nicht verandert., Mit L5proz. Salzsiure 
10 Stunden gekocht, wies sie weder eine Zersetzung noch eine Ver- 
anderung auf. Daher nahm der Verfasser an, dab diese Substanz ein 
schwer trennbares Gemisch von Leucin mit einer schwefelhaltigen 
Substanz darstellt. 

Auch die Trennung tiber das Kupfersalz erwies sich als erfolglos. 
Erwarmt man die wisserige Lésung der Substanz mit Kupferacetat- 
lésung, so erhalt man ein fast unlésliches Kupfersalz, welches mit 
Leucinkupfer groBe Ahnlichkeit hat. Es wurde aus heiem Wasser 
fraktioniert, kristallisiert und analysiert. 





Substanz Cu,$ Cu Cu 
Analyse 
& 8 8 8 
| 01500 0.0457 0.030 52 20,37 
II 0.1500 0.0458 0,030 63 20.42 
merotmet Tir (Cl NOOO 6 tt 19.63 


Hieraus geht hervor. daB man auf diesem Wege eine Trennung 
schwer bewerkstelligen kann. Nach verschiedenen Versuchen ist es 
dem Verfasser gelungen, durch Verwendung von Quecksilbersalz das 
Ziel zu erreichen. Wird eine wiisserige Lésung von Mercurichlorid 
oder -sulfat einer wisserigen Lésung oben genannten Gemisches zu 
gegeben, so entsteht ein schwerer weiBer Niederschlag, der sich beim 
Erwarmen teilweise auflést und beim Erkalten wieder ausscheidet. 
Der Schwefel war fast ausschlieBlich in diesem Niederschlag enthalten, 
wahrend das Filtrat fast schwefelfrei war. So wurden 12 g dieser Misch- 
kristalle in 300 cem warmen Wassers gelést und mit einer gesattigten 
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Sublimatlésung in kleinem UberschuB versetzt und in kaltem Zimm« 
liber Nacht stehengelassen. Man saugt nun den weiben Quecksilber 
niederschlag ab und wascht ihn mit wenig Wasser aus; dann wird e 
in wenig Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff behandelt 
Die vom Mercurisulfid filtrierte Fliissigkeit wurde in vacuo zur Trockn: 
eingedampft, um den grébten Teil der Salzsiure auszutreiben. Der 
Riickstand wurde in wenig Wasser gelést und mit einem kleinen Uber 
schuB von Silberoxyd zwecks Entfernung noch vorhandener Salzsaur 
verrieben. Das Filtrat wurde nach dem Entfernen des Silbers mit 
Schwefelwasserstoff in vacuo eingedampft. Nach dem Erkalten schied 
sich die schwefelhaltige Substanz kristallinisch aus, welche nochmals 
in Wasser gelést und mit Quecksilberchlorid wie oben behandelt wurd: 





Abb. IA Abb. 1B. 
Freie S-haltige Aminosanre C,H,; SNO, Freie S-haltige Aminosaure C,H,, SNO, 
(1 330) aus verdiinnter Lésung (1 : 330) 


Die erhaltenen Kristalle wurden in warmem Wasser gelést und mii 
3- bis 4facher Menge Alkohol versetzt; nach dem Erkalten schieden 
sich schéne diinne Tafeln aus, welche ganz verschieden von Leucin 
kristallen waren. Diese Kristalle wurden abgesaugt, mit 80 proz 
Alkohol, dann mit absolutem Alkohol ausgewaschen. Aus dem Filtrat 
wurde noch eine kleine Menge Kristalle erhalten. Noch einmal aus 
60- bis 70 proz. Alkohol umgelést, wurden sie vollstandig rein. Sie bilden 
farblose, auBerst diinne perlmutterglanzende, monoklinische Tafeln 
(Abb. LA). Aus ganz verdiinnter Lésung langsam auskristallisiert 
bilden sie lange, manchmal biischelférmige Kristalle (Abb. 1B). Im 
Kapillarrohr erhitzt, verfarbt sich diese Substanz gegen 250° und 
zersetzt sich unter Schwarzung bei 272 bis 273° (unkorrigiert). Die 


Ausbeute an analysenreiner Substanz betrug nur 0.6 g. 
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2. d 1 nal yse der schwete lhaltiae ” Aminosdure . 


Das in vacuo bei 100° getrocknete Praparat wurde nach der Pregl- 


schen Mikromethode analysiert. 


a) Bestimmung von Kohlenstoff urd Wasserstoff. 














Substanz CO, H,O ( H 
Nr. ei ’ ’ 
my my mg Proz Proz 
3 6.695 10,032 4.575 40.87 7.05 
4 7.951 11.964 5,432 41.04 705 
b) Stickstoffbestimmuneg. 
Ne Substanz Stickstoff VolsProv. Atm. Druck lemperatur N 
mg com mm ( Proz 
$088 0.3254 0.332—2 760 17 937 
2 6.050 0.4929 0.503-—2 759 17 9 58 
c) Schwefelbestimmung. 
Nr Substanz BaSO, S t 
mg ing my Proz 
5 8.400 13,287 1.8246 21,60 
6 8,012 12,765 1.7529 21,86 
Zusammenfassung der Analysendaten. 
Cc H N Ss 
Proz Proz Proz Proz 
Pg + we 6 eae a 40.87 7,65 937 21,60 
= ‘eT ae aa ke oe $1.04 7.65 9.58 21,88 
Berechnet fiir C,H,,5NO, sie 40.24 7.43 939 21.50 


Die Analyse stimmt mit der Formel C;H,,SNO, gut iiberein., 
Uberdies wurde der Aminostickstoff nach van Slykescher Mikromethode 
und Sérensens Formoltitrierungsmethode bestimmt. 


a) Aminostickstoffbestimmung nach van Slykescher Mikromethode., 





Substanz N N Atm. Druck Temperatur Stickstoff 
mg com mg mm Cc Proz. 
9.84 1.630 0,925 03 758 20 940 


b) Aminostickstoffbestimmung rach Sdrensens Formoltitrierungsmethode 





Verbraucht 


Substanz n100 KOH KOH NHN N CarboxyLH H 
mg ccm mg mg Proz mg Proz 
10.75 6.38 3.808 0.952 8.86 0.068 0.63 
10,56 6.7 3.752 0.920 8.71 0.067 0.63 


29° 
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¢) Zusammenfassung obiger Daten 





Aminostickstoff Carbox ylwasserstoff 
Getunden 
Proz Proz 
. Cr SED 6% ws Ke HS 940 - 

Ce SS ch 8.86 0.63 
RS eae eae 871 0.63 
Berechnet fiir C, H;S.CH.N H, 

9.39 0.68 


COOH 


Hieraus kann man schlieBen. dal} der Gesamtstickstoff als Amino- 
stickstoff, ferner, daB eine Carboxylgruppe in der Substanz  ent- 
halten ist. 

3. Kige nschatten der Thioaminosdure. 

Die schwefelhaltige Aminosiure lést sich in kaltem, leichter in 
warmem Wasser, auch in warmem, verdiinntem Alkohol und scheidet 
sich beim Erkalten wieder aus. In absolutem Alkohol, Ather, Benzol 
und Aceton ist sie unléslich. Aus Wasser oder verdiinntem Alkohol 
kristallisiert die Saure in sehr diinnen, farblosen, weichen, glanzenden 
monoklinischen Tafeln (Abb. 1A). Aus verdiinnter Lésung scheiden 
sie sich langsam als lange verwachsene Prismen aus. 

Im Kapillarrohr erhitzt, wird sie gegen 250° hellbraun, schrumpft 
gegen 265 bis 270° zusammen und zersetzt sich unter Braunung bei 
272 bis 273° (offenes Kapillarrohr) oder bei 271 bis 272° (in geschlossenem 
Kapillarrohr) und hinterlaBt dabei eine schwarzbraune Fliissigkeit. 

Optisches Verhalten: 41,00 mg werden in 2,0107 cem (= 2,00866 g 
bei 16°) Wasser gelést und in 10-em-Rohr das Drehungsvermégen 


bestimmt “ 0.249 (16°), 


[ay — — 11,77°. 


4, Reaktionen der Thioaminosdure, 

1 Die wasserige Lésung gibt, mit I proz. Lésung von Triketo- 
hydrinden erwarmt, eine schéne violette Farbung. 

2. Mit Kupferhydroxyd, Kupferacetat und Kupfercarbonat er- 
wirmt, gibt sie blauviolette Farbung; beim Erkalten scheiden sich 
fast unlésliche Kupfersalze aus. 

3. Mit Mercurichlorid, Mercurisulfat und Mercurinitrat gibt sie 
in kaltem Wasser schwerlésliche weiBe Fallung. Das Mercurichlorid- 
doppelsalz ist namentlich zur Trennung dieser Substanz von anderen 
Aminosiuren, ganz besonders von Leucin, geeignet. 

4. Schwefelreaktionen: 

a) Mit konzentriertem Alkali stark erhitzt und mit Bleiacetat 
oder Natriumnitroprussid versetzt, gibt die Substanz keine 


schwarze Fallung, noch violette Farbung. 
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Mit einem Stiickchen metallischen Natriums gegliibt und in 
Wasser gelést, gibt sie starke. Bleiacetat- oder Nitroprussid- 
reaktion. Der Schwefel ist deshalb nicht leicht abspaltbar, 
wie beim Athyleystein. 


b 


~ 
— 


Die wiasserige Lésung gibt keine weiBbe Fallung mit Barium- 
chiorid. Wenn man aber diese Substanz mit Gliihgemisch 
gliiht, in verdiinnter Salzsiure lést und mit Bariumechlorid 
versetzt. so wird die weibe Bariumsulfatfaillung hervor 
gerufen, 

5. Mit Schwefelsaure angesiuert, liefert sie mit Phosphorwolfram- 
siure keine Fallung. Sie gibt auch keine Fallung mit Pikrinsiure 

6. Bials Probe auf Furfurol negativ; mit Phloroglucin und Salz- 
siure gibt sie keine Farbung. 

7. Kossels Probe auf Adenin negativ; mit 3proz. Salzsiure unter 
Zusatz von Zink erhitzt, liefert sie keine rote Farbung. 

8. Sie gibt auch keine Eisenchlorid-, Ferrocyankalium-, Diazo-, 
Biuret-, Millonsche noch Folinsche Reaktion. 


6. Kupfersalz der Thioaminosdure. 


Die schwefelhaltige Aminosiure bildet, mit Kupferhydrox yd oder 
Kupferacetat erwarmt, ein schwerlésliches, hellblauviolettes Kupter- 
salz, weleches in Alkohol, Petrol- 
ather, Ather, Aceton unléslich ist. 
Es lést sich in 6000 Teilen heiBen 
Wassers und _ kristallisiert daraus 
beim Erkalten in blauvioletten, 
diinnen monoklinischen Tafeln aus 
(Abb. 2). Es zeigt keinen konstanten 
Schmelz- noch Zersetzungspunkt. Im 
Kapillarrohr erhitzt, wird es gegen 
230 bis 240° grau, spater schwarz- 
braun, schmilzt aber bei 350° nicht. 
Das gereinigte, bei 110° getrocknete 
Kupfersalz wurde nach Pregl analy- 
siert. Zur Bestimmung des Kupfers nih ‘Mates a Blinn Gentoo 
wurde es als Kupfersulfiir gefallt Cu(CsH,ySNOz)o (1 :250). 





und durch Erhitzen mit Schwefel- 

siure in Kupfersulfat tibergefiihrt, oder es wurde der bei der Kohlen- 
stoff- und Schwefelbestimmung im Platinschiffchen zuriickgebliebene 
Riickstand in einem Trépfchen verdiinnter Schwefelsaure gelést und 
in einem Glasrohr im Preg/schen Mikromuffel gegliiht und als Kupfer- 


sulfat gewogen. 
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a) Stickstoffbestimmung. 




















Nr Substanz Stickstoff —_ Atm. Druck Temperatur Stickstoff 
mg ccm Vol.Proz mm Cc Proz 
l 8,32 0.518 (0,528—2) 771 14 
2 4.64 0.294 (0. 300—2) 760 15 
3 5595 0.357 (0.364—2) 759 14 
b) Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Kupferbestimmung. 
N Substanz CO, H.O CuSO, , Os H Cu 
r. : 
mg mg ing my Proz Proz Proz. 
+ 8.063 9.667 4.261 3,592 32,70 5381 17,74 
5 6.376 7.541 3.436 2.840 33.54 6.03 17,79 
¢) Sehwefel- und Kupferbestimmung. 
Nr Substanz BaSO, CuSO, Schwetel Kupfer 
: mg mg mg Proz Proz. 
6 6.15 7,79 — 17,39 — 
7 52 10,95 3.80 17.76 17,64 
d) Kupferbestimmung. 
Substanz CuSO, Cu Cu 
Nr " 
mg mg mg Proz 
8 7,45 3.30 1,314 23 17.64 
9 7,74 347 1,381 93 17,85 
Zusammenfassung obiger Resultate. 
" ic Cc H N s Cu 
_ re Proz Proz. Proz. Proz Proz 
l 32,70 5.87 751 17,39 17,74 
2 33,54 6,03 751 17.65 17,79 
3 — —- 7.55 — 17,76 
4 — ae — — 17.64 
5 _- _- _ -- 17,85 
Berechnet fiir 
(C,; Hyp SNO,),Cu 33,38 5,56 7,79 17.78 17,64 
Es geht hieraus hervor, daB die Analyse gut mit der Formel 
Cu(C; HygSNO,), tibereinstimmt, 
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6.4 Na phth ylisoe yanat-de revat 


0.05 ¢ Substanz wurden in 3.4 cem n 10 Natronlauge gelést. unter 
Kiihlung mit 0,06 ¢ a-Naphthylisocyanat') tropfenweise versetzt und 
kraftig geschiittelt Nach ein- 
stiindigem Stehen wurde = ab- 
filtriert und das klare Filtrat 
mit verdiinnter Salzsdure  an- 
gesiuert. Es  entstand = ein 
weiBer voluminéser Niederschlag, 
welcher nach einiger Zeit ab- 
gesaugt, mit kaltem Wasser 
gewaschen und aus verdiinntem 
Alkohol umkristallisiert wurde. 
Es entstanden lange weibe 
Prismen (Abb. 3) Schmelz- 
punkt 187° (unkorrigiert). Es ist 
schwer léslich in Wasser, leichter 
in Alkohol, aber unléslich in Ather 
ur * ~enzol, und es enthalt kein 





Abb. 3 
Naphthyl-iso*cyanat-derivat 
Kriscallwasser. C,,H,.H,y, SNoOsg (1: 250). 


Analyse der in vacuo bei 80° getrockneten Substanz nach Pregl. 





Nr Substanz N Atm. Druck Temperatur BaSO, N Ss 
‘ mg com mm ( mg Proz. Proz 
l 702 0.529 760 19.05 — 8.79 —_ 
2 6.83 0514 760 19.05 8,78 
3 9,78 —- -— — 747 — 10.39 
4 9.28 — — . 6.86 —_ 1O.15 
Dovennet far CaM NBO, 2c tcc ect tee so | SM 10.08 


Zusammenfassung, 

Aus dem alkoholischen Extrakt der Hefe wurde eine schwefel- 
haltige Aminosiure von der Formel C;H,,SNO, (Schmelzpunkt 272 
bis 273°) isoliert, und es wurde festgestellt, daB sie mit der von 
J. H. Miiller unter den Abbauprodukten des Caseins und Eieralbumins 
aufgefundenen Substanz identisch ist. Wahrscheinlich ist sie aus 
HefeeiweiB durch Autolyse entstanden. 


Herrn Prof. U. Suzuki spreche ich meinen aufrichtigen Dank fiir 
seine wertvollen Ratschlage aus. Herrn Dr. 7. Higashi bin ich ver- 
pflichtet fiir seine wertvolle Hilfe bei der Mikroanalyse und der Firma 
Sankyo & Co. fiir die freundliche Uberlassung des Ausgangsmaterials. 


1) Vgl. C. Neuberg u. A. Manasse, Ber. 88, 2359, 1905. 








Uber die Maltase des Gerstenmalzes. 


Vor 
Hans Pringsheim und Jesaia Leibowitz. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 26. Juni 1925.) 


Gelegentlich der Versuche, Starke durch Malzamylase quantitatiy 
zu verzuckern, ist die wechselvolle Wirkung der Gerstenfermente auf das 
Polysaccharid in Fallen der Erreichung einer L0Oproz. Maltosebildung 
des 6fteren, so in neuerer Zeit z. B. von Lintner!) und von Willstdtter?), 
auf die gelegentliche Anwesenheit von Maltase zuriickgefiihrt worden. 
Auch Maquenne hat in der letzten Veréffentlichung*) vor seinem Tode 
darauf hingewiesen und die Klarung der angeschnittenen Frage det 
Nachwelt tiberlassen. Im Laufe unserer letztjahrigen Arbeiten konnten 
wir zeigen, daB eine fast L0Oproz. Maltosebildung aus Starke durch 
die Malzfermente auch ohne die Beteiligung einer Malzmaltase in 
Ausnahmefillen vorkommt?*). Bei diesen Studien, wie. besonders auch 
bei den Untersuchungen des Komplements der Amylasen®), haben wir 
sehr zahlreiche Malzextrakte bereitet und sie ausnahmslos frei von 
maltatischer Wirkung gefunden®). Von anderer Seite wurde im Malz 
neben dem diastatischen Enzym eine kleine Menge Maltase beob- 
achtet*); und ihre nur geringe Wirkung’) auf die Vernichtung durch 
die stark saure Reaktion im Extrakt der keimenden Samen zuriick- 
gefiihrt®). 

') Lintner und Kirschner, Zeitschr. f. angew. Chem. 36, 119, 1923. 

2) Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Hesse, Zeitschr. f. physiol, Chem, 
126, 143, urd zwar 144, 1923. 

) Maquenne, C.r. 176, 804, 1923. 

*) H. Pringsheim wnd Schmalz, diese Zeitschr. 142, 108, 1923. 

5) H. Pringsheim und Fuchs, Ber. 56, 1762, 1923; H. Pringsheim und 
Beiser, diese Zeitschr, 148, 336, 1924. 

8) H. Pringsheim und Leibowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem, 131, 262, 
1923: Ber. 58, 1262, 1925. 

7) H.v. Euler, Die Chemie der Enzyme 2, T. 1, 8. 152, 

8) Ling und Nanji, Biochem. Journ. 17, 5938, 1923. 

®) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., 1, 576. 


1922 


Leipzig 1925. 
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Unerwarteterweise sind wir in einer Lieferung von Trockenmalz 
der Byk-Guldenberg-A.-G. auf ein sehr energisch wirkendes, maltose- 
spaltendes Ferment gestoBen, welches von den bisher bekanntgegebenen 
pflanzlichen und tierischen Maltasen verschieden sein diirfte, da es 
nicht die diesen eigentiimliche Empfindlichkeit gegen eine saure Reaktion 
des Mediums zeigt und sein Aktivitatsoptimum stark in saurer Richtung 
verschoben ist. Unsere Gerstenmaltase zeigt einen so breiten Wirkungs- 
bereich, daB sie auch bei der Saurebildung wahrend des Keimprozesses 
nicht vernichtet werden kénnte: sie ist noch wirksam zwischen den 
Wasserstoffzahlen 3 und 7,5 und entfaltet ihre starkste Wirksamkeit 
bei pq - 4.5 bis 5, also in scharfer Anpassung an die Malzamylase!) 
und verschiedene andere Fermente des Malzes, wie dic Cellobiase*), 
die Lichenase*®) und die Mannanase*), mit deren weiterer Bearbeitung 
wir beschaftigt sind. Dagegen liegt das optimale Pu der Hefenmaltase 
hei 6.8%). 

So geht jedenfalls aus unseren Beobachtungen hervor, da das 
Phinomen der Verzuckerung der Starke durch die Malzfermente ein 
recht komplexer Vorgang ist, und daB man auf die mégliche Mitwirkung 
der Malzmaltase immer gewappnet sein mub. Hierzu fiihren wir den 
folgenden Stirkespaltungsversuch an, dessen Verfolgung uns zur Auf- 
findung der Maltase gefiihrt hat: 


25 com 0,94 proz, Starkelésung, LO cem Citrat puffer py $.8, LO cem Wasser, 


Seem Malzauszug, bei 38°. Titrationen mit je 5 cem 





5 
Zeit Cu —.,. 
Std mg Proz 
0 10 —_ 
be 23.8 95 
24 345 130 
48 38.0 150 


Aus dem Rest der Lésung konnten reichliche Mengen Glucosazon 
(Fp. 204°) gewonnen werden. 

Die Priifung des Verhaltens gegeniiber Maltose bei den Aciditats- 
optima der Hefemaltase (1) bzw. der Malzamylase (IL) ergab folgende 
Resultate : 


1) Sherman. Thomas urd Baldwin, Journ. Amer. Chem. Soc. 41, 231, 
1919; Euler und Svranberg, Zeitschr. f. physiol. Chem, 112, 193, 1921 

2) H. Pringsheim und Kusenack, Zeitschr. f. physiol. Chem, 140, 304, 
1924. 

3) H. Pringsheim und Seifert, ebendaselbst 128, 284, 1923. 

*) Nach Versuchen des Herrn A. Genin. 


. 


5) Willstdtter, Kuhn und Sobotka, Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 
224, 1924. 
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10 cem 


9 = 
=.0p 


(itrat Pu 


SchlieBlich hat Herr A. Genin 


kurve des 
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Leibowitz: 





Maltase des CGerstenmalzes. 





roz. Maltoselosung, lO cem Puffer (I: Phosphat Pu 6.8, 
4.8), 25 com Wasser, 5cem Malzauszug, bei 35°. Titration 
mit je 5 cem, 
Zeit Cu Spaltung 

Std. mg Proz 

I: 0 26.1 — 

Ss 29.2 10 

24 34,7 35 

I]: 0 26.1 _— 

18 34,9 35 

48 43.5 7v0 


Ferments ermittelt: 


in einem Serienversuch die Aktivitits- 








Seem 2,5proz. Maltoselésung, 10 com Puffer (Citrat py 3 bis 5, Phosphat 
Pu DL bis 7.5). 5 cem Wasser. deem Malzauszug, bel 37° Titration 
mit je 5cem. 

Pu 3.0 3.5 40 4.5 50 
Zeit Cu Spaltung Cu Spaltung Cu Spaltung Cu Spaltung Cu  Spaltung 
Std. mg Proz. mg Proz mg Proz mg Proz mg Proz 
0 26,1 - 26,1 - 26,1 - 26,1 ~- 26,1 - 
5 26.9 Spuren 27,7 6 30.5 20 30.6 20 30.6 20 
24 27.0 28,1 s 37,8 ov 40.1 aoa) 42.0 60 
Pu 5.5 6.0 65 70 7,5 
Zeit Cu Spaltung Cu Spaltung Cu Spaltung Cu Spaltung Cu = Spaltung 
Std mg Proz. mg Proz mg Proz. mg Proz. mg Proz 
0 26,1 — 26.1 —- 26,1 — 26,1 = 26,1 — 
5 28,7 10 28.3 10 28.0 10 28.0 10 san a 
24 42.0 60 39.1 55 36.6 45 36.5 45 26.8  Spuren 











Die Siurebindung des Blutes bei gesunden und kranken Kindern. 


Von 
Josef Csapo und Géza Mihalovies. 


(Aus der mit dem = Stefanie-Kinderspital in Verbindung stehenden 


Universitats- Kinderklinik in Budapest.) 


(KRingeqangen am 26, Juni 1925.) 


Wahrend verschiedene Autoren zur Feststellung der Saiurebindung 
des Blutserums mehrere Methoden ausgearbeitet haben und sich damit 
viel befabten, finden wir in der Literatur beziiglich der Saurebindung 
des Blutes nur wenig Angaben. Bei der Feststellung der Saurebindung 
les Blutes bildete das Hamoglobin das gréBte Hindérnis. Da das 
Hamoglobin selbst farbig ist. konnte die Saurebindung des Blutes 
mittels unmittelbarer Titrierung nicht festgestellt werden, denn das 
Hamoglobin verdeckte die Farbe des Indikators, und so war die Farben- 
veranderung desselben noch weniger konstatierbar. Zur Bestimmung 
der Siurebindung des Blutes ist daher nur ein soleches Verfahren ge- 
eignet, bei welchem das Hamoglobin von der zu titrierenden Fliissigkeit 
irgendwie abgesondert werden kann. Diesem Erfordernis entspricht 
volikommen das von Bosdnyi und Csapo') unlingst beschriebene Ver- 
fahren, bei dem die Eiweibkérper samt der gebundenen Saure aus- 
gefallt werden und nach Filtrierung des Niederschlages die Titrierung 
in einem hamoglobinfreien, farblosen Medium ausgefiihrt wird. Nach- 
dem in dieser Richtung mit der oben angegebenen Methode noch keine 
Untersuchungen angestellt wurden, schien es uns nicht tiberfliissig, 
die Saurebindung des Blutes an dem zur Verfiigung stehenden Kranken- 
material festzustellen. Die zu beantwortenden Fragen waren folgende : 
1. Wie groB ist die Gesamtsiurebindung des Blutes ‘2. Was fiir ein 
Verhaltnis besteht zwischen der Saurebindung des Blutes und des 
Plasmas? 3. Wieviel entfallt von der durch das Blut gebundenen Saure 
auf das Plasma und wieviel auf die roten Blutkérperchen/ 4. Kann j 
beztiglich der erwaihnten Eigenheiten irgend ein Unterschied bei ge- 
sunden und kranken Kindern gefunden werden / 

Methodik. 

Zur Bestimmung der Saurebindung des Blutes wogen wir in ein 
mit dem Zeichen 4ccm versehenes Zentrifugierréhrchen 0.04 g fein- 
gepulvertes Natriumfluorid, lieBen aus einer Armvene bis zum Zeichen 


1) Bosanyt und Csapo, diese Zeitschr. 158, 185, 1924 
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Blut hineinflieben und schiittelten es, um die Gerinnung des Blutes 
zu verhindern. Von diesem Blute versetzten wir | cem in ein Becherglas 
und wuschen die Pipette dreimal mit destilliertem Wasser durch. 
Die Waschfliissigkeit wurde mit dem im Becherglase befindlichen 
Blute vereinigt. Dann gaben wir 30 cem n 50 HCI und 10 cem Ky Hg J,- 
Losung (Zusammensetzung 5,7 ¢ Hg J, Woe KJ 250 com H,O) 
dazu, welch letztere sowohl die Plasmaeiweibkérper, wie auch das 
Himoglobin in Form ihrer salzsauren Salze ausfallt. Den Niederschlag 
filtrierten wir mittels Filtrierpapiers von Schleicher und Schill, wuschen 
denselben mit SO bis 100 cem destillierten Wassers und titrierten die 
im Filtrat befindliche itiberfliissige Saure mit n 50 NaOH  zuriick, 
wobei wir als Indikator alizarinsulfosaures Natrium \verwendeten. 
Die Differenz zwischen der dem Blute hinzugefiigten und der zuriick- 
titrierten Saure gibt die Menge der durch das Blut gebundenen Saure. 
Nachdem das NaF dem alizarinsulfosauren Natrium gegeniiber eine 
gewisse saure Reaktion zeigt, haben wir vorher festgestellt. wieviel 
n 50 Lauge zur Titrierung von 0.01 g NaF nétig sei, um mit dem er- 
waihnten Indikator eine Ubergangsfarbe zu zeigen. fierzu) waren 
0.2cem n 50 Lauge erforderlich lLeem Blut enthielt O.0l ge NaF, 
dessen Siuregrad 0.2 cem n/50 Saure entsprach. Wir haben daher 
dem Lecem Blut eigentlich nicht 30. sondern 30.2 ccm n 50 Saure 
zugefiigt. Die Anzahl der Kubikzentimeter der zuriicktitrierten Saure 
haben wir daher nicht von 30, sondern 30,2 cem subtrahiert. 
Hiernach wurde das im Zentrifugierréhrchen zuriickgebliebene 
Blut zentrifugiert und Lecem Plasma in ein Becherglas versetzt, die 
Pipette dreimal mit destilliertem Wasser durchgewaschen und die 
Waschfliissigkeit mit dem im Becherglase befindlichen Plasma _ ver- 
einigt. Hierauf setzten wir dem Plasma 15 cem n/50 HCl und 10 cem 
K, Hg J, hinzu, filtrierten den Niederschlag, wuschen mit 80 bis 100 com 
destillierten Wassers und titrierten das Filtrat mit n 50 NaOH zuriick, 
Indikator: alizarinsulfosaures Natrium. Die Zahl der Kubikzentimeter 
der zuriicktitrierten Saure wurde jedoch nicht von 15, sondern von 
15.3 cem abgezogen auf Grund folgender Erwaigung. Wenn das Ver- 
haltnis zwischen Formelementen und Plasma 50: 50 ware und die roten 
Blutkérperchen NaF tiberhaupt nicht durchlieBen, so miibte 1 ecem 
des auf die genannte Weise hergestellten Plasmas 0,02 ¢ NaF ent- 
halten. Das Verhaltnis zwischen Formelementen und Plasma ist im 
Durchschnitt bei gesunden und kranken Kindern 36 : 64, es ist dahet 
in Leem Blut etwas mehr Plasma als Formelement enthalten, auBer- 
dem kénnen auch die roten Blutkérperchen etwas NaF durchlassen 
Wir kommen also der Wahrheit naher, wenn wir in 1 cem Plasma 
bloB 0.015 g NaF annehmen. Der Siuregrad dieser Fluoridmenge 
entsprach 0,3 cem n 50 Saure, wir haben daher dem Plasma nicht 15, 
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sondern 15.3 cem n 50 Saure hinzugefiigt und auch die Berechnung 
mit diesem Werte vollzogen. 

Zur Bestimmung des Verhaltnisses Plasma:Formelemente haben 
wir das Hamatokritverfahren angewendet. Behufs Verhinderung der 
Blutgerinnung ist es am zweckmabigsten, bei dem Hamatokritverfahren 
Hirudin zu verwenden; nachdem jedoch die Mercksche Fabrik die 
Erzeugung ecingestellt hat, konnten wir es beim besten Willen nicht 
beschaffen. Wir haben die Gerinnung mit Natriumcitrat in 0,5 proz. 
Konzentration verhindert. Der Nachteil dieses Verfahrens ist, dab 
die Verteilung des Natriumcitrats zwischen Plasma und Formelementen 
nicht gleichmaBig ist, der gréBte Teil desselben bleibt im Plasma, und 
infolge der Hypertonie des Plasmas zeigen die roten Blutkérperchen 
eine gewisse Tendenz zur Schrumpfung. Der diesbeziigliche Teil unserer 
Forschung besitzt eher relativen als absoluten Wert. 

Nach Feststellung der Saurebindung von 1 ccm Plasma und | cem 
Blut und des Verhaltnisses zwischen Plasma : Formelémente konnte 
leicht berechnet werden, wieviel von der durch | cem Blut gebundenen 
Saure auf das Plasma entfallt, die tibriggebliebene Saiure wurde von 
den Formelementen gebunden. Wenn z. B. lecem Blut 14,08 cem, 
leem Plasma 6,68 cem n 50 Saure bindet und das Plasma: Form- 
elementverhialtnis 36:64 betragt, so entfallen auf 0,64 ccm Plasmia 
4.28 ccm n 50 Siure, diesen Wert von 14,08 ccm abgezogen, entfallen 
auf 36 Vol.-Proz. Formelemente 9,80 cem n/50 Saure und hiervon 
auf | Vol.-Proz. 0.272 cem. Dieser Quotient, welcher die Menge der 
auf 1 Vol.-Proz. roter Blutkérperchen entfallenden Siure ausdriickt, 
kénnte Saure-Erythrocytenquotient genannt werden, nachdem den 
grébten Teil der Formelemente ohnehin rote Blutkérperchen  bilden. 

Wir haben bei 12 gesunden und 28 kranken Kindern von 8 bis 


12 Jahren Untersuchungen vorgenommen. 


Ergebnis. 


1. Gesunde Kinder. 





Nr Plasma : Form: Blut-Saurebindung PlasmasSaurebindung Quotient 
elementverhaltnis a ann 

l 36: 64 14.66 7,55 0.27 
2 35 : 65 15,02 631 031 
3 36: 64 14,08 6.68 0.27 
4 34 - 66 13.86 6.93 0.27 
5 40: 60 1541 723 0,28 
6 33 : 67 14.20 771 0.27 
7 36 - 64 14.61 744 0.27 
8 38 ; 62 15,27 7.93 0.27 
9 35 - 65 15.30 6.88 OS! 

10 40 - 60 16,13 6.79 030 

11 37 : 63 15.17 7,22 0,29 


12 37 : 63 14.59 7.29 0,27 
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2. Kranke Kinder. 





| Pesme | pSaure | Menme 
Nr Diagnose aieenets hindung bindung Quotient 
verhaltnis 
cm ccm 
1 VPyopneumothorax ..... 38: 62 14,01 6,50 0.26 
2 Tubereulosis pulmonum . . 31.69 14.11 7.87 0.28 
3. Spondylitis dorsalis .... 37 - 63 13.50 6.58 0.25 
4 ” " oo eel 38:0 14,50 7.88 0,29 
5 Hyperplasia gland. peribronch. 37-63 13.62 7.03 0.25 
6 Bronchitis the... ..... 36. 64 14,71 7.40 0.28 
7 || Peritomstiea the... . «ss 35-65 1552 7,83 0.30 
S - wes ts eS 29.71 13,00 7.30 0,27 
9 - af eke od et ee a, 33 - 67 14.36 8.11 0.27 
10 cmeees CONGO. «a2 « co eee 36 - 64 11,94 5.94 0.23 
Pan 24 es & wwe ed 35 - 65 14.49 7.65 0.27 
12) Osteomyelitis chr. . . .. . 27:73 10.37 5.21 0.24 
13 Plowrites GMM. . « 2c ee 36-64 13.75 7,03 0.26 
14 - re ae a 37: 63 14,26 7,30 0,26 
15 " 8 a ee 37 - 63 13,72 7.05 0.25 
16) Polvarthritis rheumatica . . 32-68 12.89 8.92 021 
17 ps . a 35-65 13.20 6.95 0.25 
IS Stomatitis uleerosa. . . .. 37 - 63 14.54 7.81 0.28 
19 Ne phritis chronica .,.... 27-73 12.99 7.71 0.27 
ele 32-68 13.35 6.02 0.29 
21 a eS Ee ere 33 - 67 14.81 7,14 0,30 
22. Staus post enkephalitidem —. 39-61 16,15 8.07 0,29 
23 Hae mophilia EO ae et 32: 68 12,82 7A9 0.24 
364 i Chore@ mimor ...+++e«e 41:59 15.34 7.11 0,27 
25 me oe a ee 37: 63 14.34 7381 0.25 
26 Tumor hypophyseos .. . . 37: 63 14.88 7.75 0.27 
27 leterus haemolyticus . . . . 10:90 9.92 697 O37 
28 - " ee 8:92 9.61 6,83 0.42 


Betrachten wir die Ergebnisse der ersten Tabelle, so kénnen wir 
folgendes konstatieren. Bei gesunden Kindern bindet Il eem Blut 
durchschnittlich 14 bis 15 cem n 50 Saure, im Mittelwert 14,88 cem, 
der niedrigste Wert ist 13.86 cem, der héchste 16.13 cem. Die Saure- 
bindung des Plasmas schwankt um 7 cem herum, Mittelwert 7,16 ccm. 
Es bindet daher 1 cem Blut zweimal soviel Saure als 1 cem Plasma. 
Der Saure-Erythrocytenquotient reicht von 0,27 bis 0.31. Bei der 
Saurebindung des Blutes spielen auBer dem Alkali- und Eiweibgehalt 
des Plasmas die roten Blutkérperchen die Hauptrolle. Je gréBer der 
Gehalt an roten Blutkérperchen, desto mehr Saure kann das Blut 
binden. Die Saurebindungsfahigkeit des Blutes wichst oder sinkt 
entsprechend dem Gehalt an roten Blutkérperchen. Die Saurebindung 
der roten Blutkérperchen ist von drei Faktoren abhangig: von dem 
Alkali-, Himoglobin- und Stromagehalt. Wir wissen, dab in den roten 
Blutkérperchen eine bedeutende Alkalimenge aufgespeichert ist, welche 
bei Zerstérung der roten Blutkérperchen frei wird und einen Teil der 
Saure bindet. Als wichtigster Faktor kann der zweite, der Himoglobin- 
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gehalt, betrachtet werden. Der Hamoglobingehalt der roten Blut- 
kérperchen ist betrachtlich. Das Hamoglobin als Protein bindet die 
Siure ebenso wie die tibrigen Eiweibkérper des Blutes. Der grobte 
Teil der von den roten Blutkérperchen gebundenen Saure entfallt 
gewiB auf das Himoglobin. Je gréBer der Hamoglobingehalt der roten 
Blutkérperchen ist, desto gréBer ist ihre Saurebindungsfahigkeit. Der 
dritte Faktor, welcher bei der Saurebindung der roten Blutkérperchen 
mitwirkt, ist das Stroma. Das Stroma besteht zu * , Teilen aus Eiweil, 
zu! , Teile aus Lipoiden. Auch die Stromaproteine tiben auf die Saure- 
bindung der roten Blutkérperchen einen gewissen EinfluB aus, die 
Lipoide vielleicht einen geringeren. Die Saurebindung des Blutes ist 
also wenigstens von fiinf bis sechs Faktoren abhingig. Weitere Unter- 
suchungen sind berufen, festzustellen, welche Wichtigkeit den einzelnen 
Faktoren bei der Saurebindung des Blutes bzw. der roten Blutkorperchen 
zukommt. 

Aus den bei kranken Kindern erhaltenen Werten miissen zwei 
Gruppen hervorgehoben werden. In die eine Gruppe gehdren die 
akuten und chronischen fieberhaften Krankheiten. In dieser Gruppe 
schwankt die durch lL ecem Blut gebundene Saure um 13 bis 14 cem 
herum, erreicht blo} in einem Falle 15 cem und bleibt in drei Fallen 
unter 13 cem. Die Menge der gebundenen Saure wechselt auch hier 
nach dem Blutkérperchenvolumen, bleibt aber in einem Teile der Falle 
auch dann unter dem normalen Durchschnitt, wenn das Verhaltnis 
zwischen Plasma und Formelementen den bei gesunden Kindern ge- 
fundenen Werten entspricht. In einzelnen Fallen entfallt von der 
durch das Blut gebundenen Saure tiberaus wenig auf die roten Blut- 
kérperchen, was zur Folge hat. dal der Saure-Erythrocytenguotient 
eine gewisse sinkende Tendenz aufweist. Die Ursache betreffend. geben 
unsere Untersuchungen keine Aufklarung. Es ist mdéglich, dai in 
diesen Fallen (von akuten und chronischen fieberhaften Krankheiten) 
der Alkali- oder der Hamoglobingehalt der roten Blutkérperchen ge- 
ringer ist als bei gesunden Kindern. Es mu auch damit gerechnet 
werden, daB in diesen Fallen beim Aufbau des Blutkérperchenstromas 
weniger Eiweif} mitwirkt als unter normalen Verhaltnissen. 

In die andere Gruppe gehéren zwei Falle von schwerer Anamie 
und Ikterus, wo die Saurebindung des Blutes sehr niedrig ist, ebenso 
das Volumen an roten Blutkérperchen, wahrend der Saure-Erythro- 
cytenquotient den Normalwert bedeutend tibersteigt. Die Ursache 
mubin denselben Faktoren gesucht werden, welche wir vorhin erwahnten 
Am nachsten liegt, daran zu denken, daB bei Fallen mit schwerer Anamie 
und Ikterus vielleicht der Hamoglobingehalt der einzelnen  Blut- 
kérperchen zu hoch ist, und dies zieht die abnorme Héhe des Quotienten 


nach sich. 
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In sonstigen Fallen mit Ausnahme einer Hamophilie haben wir 


eine Abweichung vom Normalen nicht bemerkt. 


Zusammenfassung. 

1. Wir haben die Gesamtsiurebindung des Blutes sowie des 
Plasmas nach der Methode Bosdnyi-Csapo und das Verhiltnis zwischen 
Plasma und Formelementen mittels des Hamatokritverfahrens bei 
gesunden und kranken Kindern festgestellt. 

2. Bei gesunden Kindern bindet 1 cem Blut 14 bis 15 cem, 1 eem 
Plasma durchschnittlich 7 cem n 50 Saure. Die Saurebindung des 
Blutes ist beilaufig doppelt so groB als die des Plasmas und wachst 
bzw. sinkt mit dem Gehalt an roten Blutkérperchen. Aus der Saure- 
bindung des Blutes und des Plasmas sowie aus dem Verhiltnis Plasma 
: Formelemente haben wir die auf 1 Vol.-Proz. roter Blutkérperchen 
entfallende Sauremenge errechnet und gefunden, dal dieselbe bei 
gesunden Kindern zwischen 0,27 bis 0.31 cem n/50 Saéure schwankt, 
welche Ziffer wir Saure-Erythrocytenquotient benannten. 

3. Bei einigen an akuten und chronischen fieberhaften Krank- 
heiten leidenden Kindern war sowohl die Gesamtsdurebindung des 
Blutes wie der Saéure-Erythrocytenquotient vermindert, bei anderen 
dagegen vollkommen normal. 

4. Bei Fallen von schwerer Anaimie und I[kterus ist die Gesamt- 
siiurebindung des Blutes niedrig, der auf die roten Blutkérperchen 
entfallende Teil im Verhaltnis zum Blutkérperchenvolumen hoch, und 
infolgedessen iibersteigt der Siiure-Erythrocytenquotient den Normal- 


wert bedeutend. 














Die Mikrobestimmung des Sauerstoffgehaltes im Wasser. 


Von 


C. Risch (Barwalde, Neumark). 


(Eingegangen am 30, Juni 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die nachfolgend beschriebene Mikrobestimmung des Sauerstoff- 
gehalts im Wasser basiert auf der bekannten vorziiglichen Methode 
der Sauerstoffbestimmung nach Winkler. Der Chemismus dieser Methode 
ist dabei unverandert geblieben, nur die Apparatur ist der Verwendung 
kleiner Wassermengen angepaBt. 

Die Bestimmungsweise nach Winkler ist so elegant, daB eine 
Veranderung der Originalangaben von Winkler nur eine Verschlechterung 
der Resultate bedeuten kann. Wenn ich trotzdem eine Kleinapparatur 
vorschlage, so geschieht dies nur in Hinsicht darauf, daB bei experi- 
mentellen biologischen Arbeiten in gewissen Fallen die nach den 
Winklerschen Angaben geforderten Wassermengen den Untersuchungen 
ein Veto entgegensetzen. Z. B. ist es zuweilen undurchfiihrbar, den 
Kulturen diese groBen Wassermengen (etwa 250 ccm) zu entnehmen, 
ohne daB das ganze Experiment gefahrdet wird. Sehr oft war man 
deshalb genétigt, den Versuch mit der Sauerstoffbestimmung abzu- 
schlieBen. Und doch ist eine fortlaufende Kontrolle des O,-Gehaltes 
oft auBerst erwiinscht, wenn nicht sogar Vorbedingung fiir die restlose 
Lésung der gestellten Aufgabe. 

Eine weitere Schwierigkeit bestand darin, den Sauerstoffgehalt 
einer bestimmten Stelle des Aquariums festzustellen, z. B. in der 
unmittelbaren Umgebung der zu untersuchenden Organismen. Es ist 
schlechterdings nicht méglich, einwandfreie Schliisse aus Sauerstoff- 
bestimmungen zu ziehen, die Wasser aus einer recht weiten Umgebung 
der Versuchsobjekte zur Grundlage haben. Es handelt sich bei diesen 
Analysen vor allen Dingen um eine einwandfreie Entnahme kleiner 
Wassermengen. 

Noch schwieriger gestaltet sich die Lésung des Problems der 
Mikrosauerstoffschichtung im Wasser oberhalb von Bodenschlamm. 
Eine zweckentsprechende Entnahme des Untersuchungswassers ist 
hierzu erstes Erfordernis. 

Diesen Forderungen des experimentierenden Hydrobiologen glaube 
ich durch meinen Mikrobestimmungsapparat gerecht zu werden. 

Der Hauptsache nach besteht derselbe aus einer kombinierten 
Pipette, die, oben mit dem Finger verschlossen, an die Entnahmestelle 
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gefiihrt wird. Durch Liiften des Fingers steigt das gewiinschte Wasser 
in der Pipette empor und wird nun weiter mit dem Munde angesogen, 
bis es in den kugelférmig erweiterten Teil eingetreten ist. Damit gelangt 
das mit der Luft in Beriihrung gewesene Wasser in den oberen Teil 
der Pipette und wird fiir die Untersuchung ausgeschaltet. Das zu 
untersuchende Wasser selbst wird durch SchlieBen der beiden Hahne 
abgesperrt. Der Raum zwischen beiden Hahnen, ausschlieBlich der 
Menge, die in den Hahndurchlissen eingeschlossen ist, ist genau 
bestimmt und ein fiir allemal auf dem Rohre anzugeben. Nach 

Entfernung der Gummischliuche 

6ffnet man den oberen Hahn wnd 

fiihrt hintereinander mittels  ge- 


e.g eichter, kapillarartig ausgezogener 
~ . ~ . . ° . 
SSE S  Pipetten0,liccm kaliumjodidhaltige 

Glas- =F xz I J 

Auge/ 331, proz. Natronlauge, darauf eben- 
soviel 331, proz. Manganochlorid- 

Gummi- .- . . . . . >: 7’ . 

_— ( ( losung hinzu, inde m man die Pipette 
jedesmal médglichst weit durch 


den Kanal des Hahnes hindurch- 
fiihrt. Nun wird der obere Hahn 
geschlossen, umgeschwenkt und 
Reaktrons- } 1 Stunde im Dunkeln in senkrechter 
<fa8 Stellung beiseite gestellt. Nach 
dieser Zeit Sffnet man wieder den 
oberen Hahn, fiihrt 0,25 cem kon- 
zentrierter Salzsiure ebenfalls mit 
Gummi - m : ‘ , 
Schlauch einer Kapillarpipette ein, schliebt 
den Hahn und lést den Niederschlag 
durch Umschwenken. Das Reak- 
Glasspitze tionsgemisch l48t man dann in ein 
Becherglas flieBen, spiilt mittels 
Abb. 1. Apparatur zur Mikrosauerstof- Spritzflasche mit wenig Wasser gut 
re nach und titriert das ausgeschiedene 
Jod, Starkelésung als Indikator, mit n/100 Natriumthiosulfatlésung bis 
zur genauen Entfarbung. Hierzu bedient man sich einer Mikrobiirette, 
die 2 bis 3ccm enthalt und in 0,01 ccm geteilt ist. Die Titration ge- 
schieht unter den als bekannt vorauszusetzenden Kautelen der Mikro- 
titration (Vermeidung groBer Tropfen, von Temperaturanderungen 
durch Anfassen mit der Hand usw.). 

Die stéchiometrische Berechnung geschieht in derselben Weise 
wie bei der Winklerschen Sauerstofflasche. Von dem angegebenen 
Rauminhalt des Reaktionsraumes werden 0,3 ccm fiir die hinzugefiigten 
Reagenzien in Abzug gebracht. Im iibrigen entspricht 1 cem n/100 


10,382 CCM 





O15ccm 
O75ccm 
O25 ccm 
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Natriumthiosulfatlésung 0,08 mg Sauerstoff. Es gilt also folgende 
Formel, wenn V der Rauminhalt der Reaktionspipette, n die Anzahl 
der verbrauchten Kubikzentimeter n/100 Natriumthiosulfatlésung ist : 
SO .n : 
V— 0,3 

Liegt die Entnahmestelle in tieferen Wasserschichten des Aqua- 
riums, so verwendet man einen entsprechend langen Gummischlauch 
oder besser ein abgepaBtes Glasrohr, das mittels kleiner Gummischlauch- 
stiicke fest mit dem Hahnteil und der Glasspitze verbunden wird. 
Auf diese Weise ist eine sichere Fiihrung der ganzen Entnahmepipette 
gewahrleistet. 

Die Hahne pflegen stark eingefettet zu sein. Das Fett ist vor der 
Verwendung griindlich durch Benzin, Chloroform, Ather und Lauge 
zu entfernen. Geringe Fettspuren an den Wandungen des Reaktions- 
raumes halten beim Hochsaugen oft hartnickig Luftblischen zuriick. 

Um sicher Luftzutritt wihrend des Absitzenlassens des Nieder- 
schlages zu vermeiden, stellt man eventuell den Reaktionszylinder in 
ein GefaiB mit Wasser gleicher Temperatur. Bei gut schlieBenden 
Hahnen und Ausschlu8 von Temperaturerniedrigungen eriibrigt sich 


mg QO, im Liter = ). 


diese Vorsicht. 

Die mit dem Apparat erhaltenen Resultate weichen bei genauem 
Arbeiten nur um ein Geringes von denen mit der Sauerstoffflasche 
gewonnenen ab. Gewdéhnlich erhilt man eine etwas gréBere Menge 
Sauerstoff pro Liter. Die gréBte Abweichung betrug bei fiinf Be- 
stimmungen + 0,1 mg pro Liter. Ich fiihre dies darauf zuriick, dab 
bei der Mikrobestimmung verhiltnismaéBig mehr von der Natrium- 
thiosulfatlésung fiir den Umschlag des Indikators verbraucht wird. 


Die Apparatur ist angefertigt von den Vereinigten Lausitzer 
Glaswerken, Berlin SO 36, Lausitzer StraBe 10. 


Literatur. 
L.W. Winkler, Uber die Bestimmung des im Wasser gelisten Sauerstoffs. 
Zeitschr. f. analyt. Chem, 1914. 
1) Benutzt man stets denselben Apparat, so kann man sich den Faktor 
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j= y > g Perechnen und gelangt dann zu der einfachen Formel /.n. 


30* 








Zur Frage 
nach der Rolie des ,,Donnanschen Membrangleichgewichts* 
bei osmotischen Vorgingen in lebenden Zellen. 


Von 
WIL. S. und W. W. Butkewitsch. 


(Aus der landwirtschaftlichen Akademie Petrowsko-Rasumowskoje, Moskau. ) 


(Eingegangen am 30. Juni 1925.) 


Bei der Erklarung der osmotischen Vorginge in lebenden Zellen 
wurde noch unlangst die Ansicht vertreten, daB der Konzentrations- 
ausgleich der diffusiblen Stoffe eine unentbehrliche Bedingung fiir das 
osmotische Gleichgewicht bilden miisse. Die nahere Untersuchung 
iiber die Aufnahme der Salze aus ihren Lésungen durch die lebenden 
Zellen und der Vergleich des Salzgehalts in den Zellen und in der um- 
gebenden Lésung fiihrte aber durchaus nicht immer zu Ergebnissen, 
die mit der soeben erwahnten Auffassung iibereinstimmten. Die hier- 
iiber angesteliten Beobachtungen haben ergeben, daB die Ionen nicht 
im gleichen Verhaltnis in die Zelle hineinwandern, das sie in der AuBen- 
fliissigkeit besitzen, ferner, daB die durch die Zelle aufgenommenen 
Ionen oft nicht die gleiche Konzentration wie in der Lésung zeigen’). 
Dabei kann das Verhaltnis zwischen beiden Konzentrationen, ,,das 
Absorptionsverhaltnis“‘*), bald gréBer, bald kleiner als 1 sein; meist 
erweist sich eine bestimmte Abhangigkeit vom Salzgehalt der zu unter- 
suchenden Lésung, indem es sich mit der Konzentration derselben 
regelmaBig verindert’). 

Anfangs wurden diese Tatsachen, die der allgemein vertretenen 
Auffassung des osmotischen Gleichgewichts nicht entsprachen, zum 


1) Hierher gehéren die Arbeiten von Nathansohn, Meurer, Ruhland, 
Pantanelli, Stiles, Redfern u. a. 

*) Stiles bezeichnet dieses Verhiiltnis als ,,absorption ratio“. W. Stiles 
and F. Kidd, Proce. of Roy. Soc. 90, 448, 487, 1919. 

8) Vel. W. Stiles, Ann. of Botany 38, 617, 1924. 
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Teil einfach vernachlassigt und der mangelhaften Versuchsausfiihrung 
zugeschrieben, teils durch die in den Zellen vorgehenden Veranderungen 
erklart. So nahm man, im Falle daB die AuBenlésung eine héhere Konzen- 
tration als in der Zelle aufwies, an, daB die Plasmahaut ihre urspriing- 
liche Durchlassigkeit fiir den betreffenden Stoff einbiibt, bevor das 
osmotische Gleichgewicht erreicht wird. Im umgekehrten Falle, d. h., 
wenn eine verhaltnismaBige Anhaufung des Stoffes in den Zellen erfolgt, 
glaubte man, da sich der Stoff mit den Zellbestandteilen verbindet 
oder an sie adsorbiert wird. Diese Erklarungsweise hatte aber nicht 
immer eine hinreichende Grundlage, und in gewissen Fillen erwies sie 
sich auch als geradezu untauglich. Ein Konzentrationsunterschied 
auBerhalb und innerhalb der Zelle lieB sich bei Gleichgewicht auch 
dann nachweisen, wenn die Ionen auch in der Zelle in demselben freien 
Zustande wie in der AuBenlésung blieben. Einen derartigen Fall bilden 
z. B. die Blutkérperchen in bezug auf das Blutserum'), und die Zellen 
der Meeralgen in bezug auf das Meerwasser?). Auf diese’ Weise entstand 
natiirlich die Frage nach den in den lebenden Zellen vorhandenen 
Bedingungen, welche das Zustandekommen des Gleichgewichts unter 
Ausgleich der Konzentrationsunterschiede einschranken. 

Eine dieser Bedingungen, die man meist in lebenden Zellen antrifft, 
wurde von Donnan im Jahre 1911 aufgefunden und in einer Mitteilung*) 
erértert, die seine Theorie des Membrangleichgewichts ohne Ausgleich 
der Konzentrationen enthielt. Diese Theorie, die anfangs nicht Gegen- 
stand besonderer Aufmerksamkeit war, erwarb sich erst in neuerer Zeit 
gréBere Bekanntheit, nachdem Procter und Wilson und darauf J. Loeb 
sie zur Erklirung der Kolloideigenschaften der EiweiBstoffe angewandt 
hatten. 

Die von Donnan in seiner Lehre vorausgesetzte Bedingung besteht 
bekanntlich darin, daB die zwei Elektrolytlésungen trennende Membran 
fiir die eine Art der in den Lésungen befindlichen Ionen undurchilassig 
ist. Nehmen wir z. B. an, daB das System die Salze NaCl und NaR 
enthalt, die in die Ionen Na* und Cl” sowie Na* und R° dissoziiert sind, 
und daB die Membran fiir Na* und Cl” permeabel und fiir R~ imper- 
meabel ist, so kénnen wir — von dem weiter unten angegebenen Schema 
ausgehend, in welchem die kleinen Buchstaben molare Konzentrationen 
der entsprechenden Ionen bedeuten —, die von Donnan auf Grund 
thermodynamischer Erwagungen abgeleiteten Bedingungen des Gleich- 


1) R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, 5. Aufl., 
1922, S. 465. 

2) W. J. V. Osterhout, Journ, of gener. Physiol. 5, 225, 1922. 

3) F.G. Donnan, Zeitschr. f. Elektrochem. 17, 572, 1911; F. G. Donnan 
and A. B. Harris, Journ. of Chem. Soc. $9, 1554, 1911. 
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gewichts in dem System durch folgende Gleichung zum Ausdruck 


bringen : 
zR-|Cl-z x? — y(y + 2) 
yCl- | Natz 
y + 2zNa* 
I Il 


Aus dieser Gleichung geht hervor, daB x und y bei den gegebenen 
Bedingungen nicht gleich sein kénnen, und daB die Divergenz zwischen 
ihnen um so betrachtlicher sein muB, je gréBer z ist, d.h. je starker 
die relative Konzentration derjenigen Ionen ist, fiir welche die Membran 
undurchlassig ist. x wird gleich y nur dann, wenn ~ gleich 0 ist; nur 
wenn die nichtdiffusiblen R-Ionen véllig fehlen, ist also ein osmotisches 
Gleichgewicht mit Konzentrationsausgleich der diffusiblen Ionen vor- 
handen. Diese ungleichartige Verteilung diffusibler Ionen im Gleich- 
gewichtszustand bei Gegenwart nichtdiffusibler lonen — die Ver- 
teilung, die durch das Produkt aus den Konzentrationen der entgegen- 
gesetzt geladenen diffusiblen Ionenpaare auf der einen und der anderen 
Seite der Membran bestimmt wird —, ist das Wesen des von Donnan 
festgestellten Prinzips. 

Die Verwirklichung dieses Prinzips wurde experimentell durch die 
Versuche Donnans und seiner Mitarbeiter!) mit verschiedenen Mem- 
branen, unter anderem auch mit einer Amylalkoholmembran (KCI 
und LiCl) erreicht. Die Versuche mit letzterer ergeben, daB sich das 
Donnansche Prinzip nicht nur dann geltend macht, wenn diffusible 
Ionen durch Kapillarrisse der Membran wie durch Sieblécher ein- 
dringen, sondern auch dann, wenn das Hiniiberwandern durch die 
Membran auf dem Wege der Lésung in ihrer Substanz geschieht. 

Zahlreiche Beweise der Verwirklichung des Donnanschen Mem- 
brangleichgewichts wurden weiter durch die Versuche von Procter 
und Wilson*) und besonders von Loeb*) auf dem Gebiete des Verhaltens 
der EiweiBkérper zu Séiuren, Basen und Salzen gegeben. Diese Ver- 
suche stellten auch fest, daB das Donnansche Gleichgewicht nicht nur 
in den durch eine Membran getrennten Lésungen eintritt, sondern 
auch in elektrolytartigen Gelen, z. B. von Gelatine auf der sauren 
oder alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes. 

Bei der theoretischen Begriindung seines Prinzips ging Donnan 
von thermodynamischen Erwagungen aus. Spiter zeigte Wilson, dab 


1) F.G. Donnan and A. B. Harris, Journ. of Chem. Soc, 99, 1554, 
1911; Donnan and A.J. Allmond, ebendaselbst 105, 1941, 1914; Donnan 
and G. M. Green, Proc. of Roy. Soc. A. 90, 450, 1914; Donnan and W. E. 
Garner, Journ. of Chem. Soe. 115, 1313, 1919. 

2) H. R. Procter, Journ, of Chem. Soc. 105, 313, 1914; Procter and 
J. A. Wilson, ebendaselbst 109, 307, 1916. 

3) J. Loeb, Proteins and the theorie of colloidal behavior. 1922. 
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dieses Prinzip auch auf Grund kinetischer Erwagungen leicht abgeleitet 
werden kann. 

,. Wenn die entgegengesetzt geladenen loren — sagt er — von einer Phase 
in die andere iibergehen, miissen sie es paarweise tun, da sie sonst starke 
elektrostatische Krafte hervorrufen wiirden, welche ihre freie Diffusion 
verhindern wiirden. Aus diesem Grunde kénnte ein Natrium- und Chlorion, 
das allein auf die Membran st68t, nicht hindurchgehen. Die Membran 
ist aber sowohl fiir Na* wie fiir Cl~ durchliassig, wenn also zwei entgegen- 
gesetzt geladene Ionen zusammen auf die Membran stoBen, so kann sie 
nichts am Durchtritt und am Hiniiberwandern in die Lésung auf die ent- 
gegengesetzte Seite hindern. Die Wanderungsgeschwindigkeit dieser 
Ionen von einer Lésung in die andere hingt daher von der Hiufigkeit 
ab, mit welcher sie zufaillig paarweise auf die Membran stoBen; diese wieder- 
um entspricht dem Produkt ihrer Konzentrationen. Bei Gleichgewicht 
gehen genau gleichviel Na* und Cl--Ionen aus Lésung II in Lésung I 
wie aus LésungI in Lésung II, d. h. das Produkt der Konzentrationen 
dieser Ionen hat in beiden Lésungen den gleichen Wert**?). 

Von derartigen Erwaigungen ausgehend, zeigte Wilson weiter, dab 
die Gleichheit der Konzentrationsprodukte fiir alle im System befind- 
lichen diffusiblen Ionen gilt, und dab, wenn ein mehrwertiges lon unter 
den diffusiblen Ionen vorhanden ist, die Potenz der Konzentrationen 
der einwertigen Jonen der héheren Valenz gemaB gesteigert werden 
muB*). Fiir einwertige Ionen stellt die Theorie fest, daB das Konzen- 
trationsverhaltnis der Ionen gleicher Ladung auf der einen Seite der 
Membran gleich dem der entsprechenden Ionen auf der anderen Seite 
sein muB, wobei sich die entgegengesetzt geladenen Ionen auf der 
einen und der anderen Seite der Membran im umgekehrten Verhiltnis 
verteilen. Nehmen wir z. B. an, daB die Anionen A, B, C usw. und 
die Kationen M, N, O usw. im System vorhanden sind, und daB die 
entsprechenden Konzentrationen auf der einen Seite der Membran 
a, b,e..., m,n, o... und auf der anderen a’, b’, ce’... ., m’, n’, 0° 
sind, so miissen folgende Verhiltnisse statthaben: 

a b c m n 0 
. a m n 0 

Donnan hat schon selbst die mannigfaltige Anwendung voraus- 
gesehen, die das von ihm festgestellte Prinzip des Membrangleich- 
gewichts in der Physiologie finden kann. 


1) J. A. Wilson, The chemistry leather manufacture 1923, 8S. 95. 

2) Wenn das einwertige Kation Na* in unserem Schema durch’ ein 
zweiwertiges M** ersetzt wird, so nimmt die Donnansche Gleichung die 
Gestalt 2?.2 = y*(y +2) oder 23 = y2(y+2z) an. Wenn das nicht 
diffusible Ion R~ zwei- oder mehrwertig wird, so kann die Gleichung ihre 
urspriingliche Form bewahren, aber z mu8 dann nicht molare, sondern 
aiquivalente oder normale Konzertration bedeuter. 
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,,Diese Arbeit — schreibt er in seiner Mitteilung vom Jahre 1911 — ent. 
halt einen Versuch, Ionengleichgewichte zu beschreiben, wie sie eintreten 
miissen, wenn bestimmte Ionen (oder ihre entsprechenden nicht disso- 
ziierten Salze) nicht durch eine Membran diffundieren kénnen. Solche 
Gleichgewichte sind von groBer Bedeutung sowohl fiir die Theorie der 
Dialyse und der Kolloide wie fiir die Mechanismen der Zellen und fiir die 
allgemeine Physiologie.‘ 

Fiir das Zustandekommen des Donnanschen Gleichgewichts ohne 
Konzentrationsausgleich ist die Anwesenheit von nichtdiffusiblen 
lonen maBgebend, und diese Bedingung liegt meist in den lebenden 
Zellen vor. Die Rolle dialysierunfahiger Ionen kénnen dabei nicht 
nur die Ionen der kolloiden Ampholyte, wie z. B. der Eiwei®kérper, 
der Phosphatide und gewisser anderer in den Zellen befindlicher Kolloid- 
verbindungen spielen, sondern auch die kristalloiden, molekular- 
gelésten Ionen, da die Plasmamembranen auch fiir diese undurchlassig 
sein kénnen. Zu den Ionen der letzteren Kategorie kénnen z. B. die 
Anionen der im Zellsaft der Pflanzenzellen meist befindlichen organischen 
Sauren und ihrer Salze wie auch wahrscheinlich gewisse Mineral- 
ionen gehéren. 

In einer seiner letzteren Arbeiten zeigte J. Loeb, dab die Membran 
der Fundulus-Eier bei einem gewissen Gehalt der Lésung an K-, Na- 
und Ca-Salzen undurchlassig fiir Na- und Ca-lonen, aber leicht durch- 
lassig fiir K-Ionen wird'). In diesem Falle sind die Bedingungen fiir 
das Eintreten des Donnanschen Membrangleichgewichts vorhanden, 
wobei die Na- und Ca-Ionen als dialysierunfaihige Ionen fungieren 
kénnen. Derartige Fille sind auch in bezug auf die Salze méglich, die 
sich in der Zelle selbst, z.B. im Zellsaft der vakuolisierten Zellen, 
befinden. Ist die Plasmahaut fiir die Anionen oder Kationen dieser 
Salze imperme«bel, so miissen sie eine Wirkung in bezug auf die Auf- 
nahme der Salze von auBen ausiiben, indem die Grenzen der etwaigen 
Anhaufung ihrer Ionen in der Zelle erweitert oder verengert werden. 
Diese Einwirkung kann in weit betrachtlicherem Mafstabe in Er- 
scheinung treten als der Einflu8 der in der Zelle vorkommenden Eiweib- 
und anderen Kolloidionen®). Die nicht diffusiblen Ionen, seien sie im 
Innern der Zelle oder in der AuBenlésung vorhanden, kénnen nicht nur 
die Endverteilung der diffusiblen Ionen zwischen der Zelle und Auben- 
lésung bei Gleichgewicht, sondern auch die vorhergehende Verschiebung 
derselben beeinflussen. Es ist zu erwarten, daB die Geschwindigkeit 
des zum Gleichgewicht fiihrenden Vorgangs, d. h. der Verschiebung 


1) J. Loeb, Journ. of gener. Physiol. 5, 231, 1922. 

2) R. Hoéber (Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, 5. Aufl., 
S. 459, 1922) tragt nur diesen Ionen Rechnung, wenn er zu dem Schlusse 
kommt, daB das Donnansche Membrangleichgewicht keinen bedeutenden 
Einflu8 auf die Verteilung der Salze in lebenden Zellen ausiiben kann. 
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der diffusiblen Ionen, mit der Erweiterung bzw. Verengerung der Grenzen 
der etwaigen Anhaufung, d. h. mit der Entfernung bzw. Annaherung des 
Gleichgewichtsmoments, auch entsprechend zu- bzw. abnehmen mub. 

Die Arbeiten von J. Loeb, welche die Bedeutung des Donnanschen 
Membrangleichgewichts in der Kolloidchemie der EiweiBkérper hervor- 
hoben, veranlabten in neuester Zeit die Ausfiihrung tierphysiologischer 
Versuche, um die Theorie dieses Gleichgewichts zur Erliuterung der 
Verteilung der Elektrolyte im Blute zwischen Blutzellen und Blut- 
serum und zur Erklarung gewisser, an diese Verteilung gekniipfter 
Erscheinungen anzuwenden. Bei der Darlegung der auf diesem Gebiet 
erreichten Erfolge spricht sich Hitchcock") auf folgende Weise aus: 

»Die erfolgreiche Anwendung der Theorie auf die Physiologie des 
Blutes weist darauf hin, daB Donnan mit der Annahme der Bedeuturg 
seiner Theorie fiir die Biologie ebenso recht hatte wie Loeb mit seiner Be- 
hauptung, daB diese Theorie eine der Grundlagen sein wird, auf denen sich 
die moderne Physiologie wird aufbauen miissen.**‘ 

Das Donnansche Gleichgewicht stellt einen neuen Faktor dar, 
der fiir den Salzaustausch in den lebenden Zellen bis zu einem gewissen 
Grade maBgebend sein muB und der bisher nicht in Betracht gezogen 
wurde. Diesem Faktor muB man auch bei der Analyse der Bedingungen 
Rechnung tragen, die die Tatigkeit der Wurzelzellen bei der Aufnahme 
der Salze aus ihren Lésungen beeinflussen kénnen. Die Einwirkung 
von nicht diffusiblen Ionen kann dabei von den Wurzelzellen selbst 
wie von der sie umgebenden AuBenlésung ausgehen, wenn diese solche 
lonen enthalt. 

Bei den weiter unten erérterten Versuchen stellten wir uns die 
Aufgabe, die Einwirkung von kolloidaler Kieselsiure in bezug auf 
die Aufnahme der Phosphorsiure durch die Wurzelzellen zu verfolgen. 

Zum Schlu8 muB man bemerken, da das Donnansche Membran- 
gleichgewicht freilich nicht alle Bedingungen erschépft, die fiir die 
Verteilung der Elektrolyte in den lebenden Zellen mabgebend sein 
kénnen. Die Verschiebung der Ionen durch die Plasmamembranen 
und ihre Verteilung in den Zellen wird auch anderen Einwirkungen 
ausgesetzt. 

Aus jedem Gemenge von Elektrolyten mit Ionen verschiedener 
Beweglichkeit werden diese die fiir sie durchlassige Membran mit ver- 
schiedener Geschwindigkeit passieren. Auf Grund derselben elektro- 
statischen und kinetischen Erwagungen, die zur Erklarung der Donnan- 
schen Gleichung von Wilson angewandt wurden, ergibt sich, daB die 
Ionenpaare von héherer Beweglichkeit die Membran in verhiltnis- 
maBig gréBerer Menge passieren miissen, und daB das Hiniiberwandern 





1) D. J. Hitchcock, Ergebnisse d. Physiol. 23, 274, 1924. 
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des in der Lésung vorhandenen Elektrolyts auf die entgegengesetzte 
Seite der Membran durch Einfiihrung eines anderen Elektrolyts ge- 
férdert werden muB, wenn dieser letztere ein mit dem ersten gemein- 
sames Ion besitzt. Es ist weiter tiberhaupt anzunehmen, dab dic 
Diffusionsgeschwindigkeit jedes Ions mit der Konzentrationserhéhung 
von entgegengesetzt geladenen diffusiblen Ionen zunehmen muB!), wobei 
die Wirkung ihres Einflusses in dieser Richtung um so bedeutender sein 
wird, je gréBer ihre Beweglichkeit ist. Da H- und OH-Ionen die héchste 
Beweglichkeit besitzen, ist es verstandlich, daB die Sauren die Diffusion 
der Anionen und die Alkalien die der Kationen besonders beférdern 
miissen. 

Den Erscheinungen dieser Kategorie scheinen sich auch diejenigen 
zu nahern, die P. Girard bei seinen Versuchen iiber die Einwirkung von 
Sauren und Basen auf die relative Diffusionsgeschwindigkeit der Salz- 
ionen durch Tiermembranen beobachtete, und die er als ein Ergebnis 
von Veraénderungen in der Membranladung zu erlautern geneigt ist*). 

Die soeben erérterten Falle der Veranderungen in der Diffusions- 
geschwindigkeit der [onen sind nicht an die Verschiebung des Gleich- 
gewichtspunkts gekniipft, der hier zu allerletzt unter Konzentrations- 
ausgleich aller diffusiblen Ionen erreicht wird, und die ungleiche 
Verteilung der Ionen kann hier nur als eine intermediaére Stufe des 
Diffusionsvorgangs betrachtet werden. 

Die soeben besprochenen Erscheinungen sowie diejenigen, die mit 
dem Donnanschen Membrangleichgewicht verbunden sind, kénnen sich 
in den lebenden Zellen zusammen mit den Veranderungen im Zustande 
der Plasmamembranen und der Permeabilitat abspielen*). 

Eine besondere Kategorie der Erscheinungen, die mit der ,,selek 
tiven‘’ Permeabilitat der Membranen im Zusammenhang stehen, 
haben wir in dem Verhalten der lebenden Zellen zu schwachen Sauren 
und Basen und zu ihren Salzen, denen eine stark ausgepragte Neigung 
zu hydrolytischer Dissoziation eigentiimlich ist. Die Besonderheiten 


1) Dadurch erkliart sich vielleicht die noch von Hellriegel und seinen 
Mitarbeitern (1898) und neuerdings von Breaseale (1924) beobachtete Er- 
scheinung, daB die Aufnahme von K-Salzen durch die Pflanzen beférdert 
wird, wenn der Niahrlésung Na-Salze zugesetzt worden sind. Vgl. 
O. Lemmerman und H.Wiessman, Zeitschr. f. Pflanzenernihrung und 
Diingung A. 4, H. 5, 1925. 

2) P. Girard und Mitarbeiter, C. r. 148, 1047, 1909; 170, 821, 1920; 
175, 183, 1922. 

3) So stellte Loeb z. B. fest, daB Chloride die Diffusion der Salzsiiure 
durch Kollodiummembran beschleunigen und das Eindringen derselben 
in Funduluseier verzigern. J. Loeb, Journ. of gener. Physiol. 5, 231, 255, 
1922; vgl. auch W.J. V. Osterhout, Journ. of biol. Chem. 19, 335, 493, 


517, 1915. 
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dieser Erscheinungen beruhen auf verhaltnismaBbig héherer Permeabilitat 
der lebenden Membranen und des Protoplasmas fiir die nicht disso- 
ziierten Siiuren und Basen'), wodurch die héhere physiologische 
Aktivitat der schwachen Siuren und Basen im Vergleich mit den 
starken verursacht wird*). Die Bedingungen, welche die Bildung der 
undissoziierten Molekiile begiinstigen, beschleunigen den Ubergang 
derselben auf die andere Seite der fiir sie leicht durchlassigen Membran, 
wo sich die entsprechenden Saéuren und Basen um so mehr anhaufen, 
je mehr die auf dieser Seite vorhandenen Bedingungen die elektro- 
lytische Dissoziation beférdern. Dadurch erklart sich der EinfluB der 
Reaktion der Lésung auf die Aufnahme schwacher Saiuren und Basen 
aus ihren Lésungen und aus Lésungen ihrer Salze durch die lebenden 
Zellen, und zwar derart, daB eine Herabsetzung des py die Aufnahme 
det Siuren, und eine Steigerung desselben die der Basen férdert. Die- 
selben Bedingungen scheinen auch fiir die Verteilung der basischen 
und sauren Farbstoffe maBgebend zu sein*). 

Es wurde schon oben darauf hingewiesen, daB man bei Betrachtung 
der osmotischen Erscheinungen in den lebenden Zellen nicht nur den 
Einwirkungen Rechnung tragen mu, die unmittelbar von den durch 
die Membran getrennten Lésungen ausgehen, sondern auch denjenigen, 
die sich an die durch den EinfluB dieser letzteren verursachten Ver- 
ainderungen in der Membran selbst kniipfen. Diese Veranderungen 
im Zustande der Membran kénnen ihre Permeabilitat fiir verschiedene 
Stoffe in ungleichem Grade beeinflussen, wobei es auch vorkommen 
kann, daB die Abnahme der Permeabilitat fiir den einen Stoff mit der 
Zunahme fiir einen anderen verbunden ist‘). 

Bei den lebenden Membranen kann auferdem noch eine ,,irrezi- 
proke** Permeabilitét zum Vorschein kommen, die sich in der un- 


1) Fiir diese Annahme sprechen die Beobachtungen von Overton, 
Ruhland, Troendle, Harvey, Brenner, Loeb, Wertheimer u. a. Hierher gehért 
auch die von Jacobs auf lebenden Zellen beobachtete Erscheinung der 
einseitigen Aufnahme von NH, und CO, aus Ammonium- und Kohlen- 
siuresalzen. M.H. Jacobs, Amer, Journ. of Physiol. 51, 321, 1920; Journ. 
of gener. Physiol. 5, 181, 1922. 

2) J. Loeb, Artificial parthenogenesis and fertilization 1913; Journ, 
of gener. Physiol. 5, 231, 1922; F. Gueyland et M. Deval, C.r. 175, 1243, 
1922 (Einwirkung von Sauren auf Fische). 

3) Entsprechende Angaben iiber den EinfluB der Reaktion der Lésung 
auf die Aufnahme der basischen und sauren Farbstoffe durch die Zellen 
firden sich in den Arbeiten von Harvey (1911), Endler (1912), Rohde (1917), 
Collander (1921), Nirenstein (1920), Irvin (1922). Vgl. besonders M. Irvin, 
Journ, of gerer. Physiol. 5, 223, 1922; auch E. Wertheimer, Pfliigers Arch. 
200, 354, 1923. 


99. 


*) Vel. z. B. J. Loeb, Journ. of gener. Physiol. 5, 231, 1922; E. Wert- 
heimer, Pfliigers Arch, 206, 162, 1924. 
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gleichen Fahigkeit auBert, die Stoffe in zwei entgegengesetzten 
Richtungen durchzulassen, und die mit einer ungleichartig geschichteten 
Struktur der Membranen in Verbindung zu stehen scheint. Die zuerst 
von Cohnheim (1899) und von Hamburger (1908) fiir mucosa des Diinn- 
darms festgestellte ,,irreziproke** Permeabilitat wurde unlangst naher 
von Wertheimer!) auf Froschhaut untersucht. Die irreziproke Per- 
meabilitat erweist sich bei Froschhautmembranen nicht als unspezifische 
Eigenschaft, indem sie fiir verschiedene Stoffe verschieden ist und 
sich in Abhangigkeit von den die Membran umgebenden Lésungen 
andert. Eine irreziproke Permeabilitat, insoweit sie mit der geschichteten 
Struktur der Membran in Zusammenhang steht, ist wahrscheinlich, 
wie Wertheimer meint, auch den Plasmamembranen eigentiimlich, da 
diese ebenfalls eine solche Struktur besitzen. 

Wenn die Membran eine irreziproke Permeabilitat fiir die in den 
Lésungen befindlichen Ionen besitzt, so muB man in die Gleichung 
des Membrangleichgewichts auBer dem Konzentrationsprodukt der 
diffusiblen Ionen einen Faktor einsetzen, der die Geschwindigkeit, mit 
der die entsprechenden Ionenpaare die Membran passieren, angibt. 
Nehmen wir z. B. an, daB8 in den durch die Membran getrennten 
Lésungen u. a. Na- und Cl-Ionen vorkommen, fiir welche die Membran in 
entgegengesetzten Richtungen ungleich permeabel ist, so laBt sich die 
Gleichung des Gleichgewichtszustandes dem angegebenen Schema gemab 

n Nat Nat n” 
cl’ Cl- | Cl- el” 
p > 


<_ Pp 
I II 
auf folgende Weise zum Ausdruck bringen: 
a’ .& .p =n”. dd” . 2” 
wo » und cl Konzentrationen der Na- und Cl-Ionen bedeuten und p 
einen Permeabilitatsfaktor darstellt. Aus dieser Gleichung ergibt sich: 
p _n’.el’ 


p" - n ; el’ 
Dieses Verhaltnis laBt sich auffinden, wenn die Konzentrationen 
der Na- und Cl-Ionen auf den entgegengesetzten Seiten der Membran 
bekannt sind. 
Osterhout*?) unterwarf den Zellsaft der Meeralge Valonia und das Meer- 
wasser, aus dem die Alge stammte, einer Analyse und erhielt folgende 
Resultate: 


1) E. Wertheimer, Pfliigers Arch. 199, 383; 200, 82, 354; 201, 488, 
1923; 203, 542; 206, 162, 1924. 
2) W. J. V. Osterhout, Journ. of gener. Physiol. 5, 225, 1922. 


. 





Ree me 





A a EN IE YN AT I A aM Sw ae 








la 


‘nh 
ig 





NS da a 


por enor 





Membrangleichgewicht bei osmotischen Vorgangen in lebenden Zellen. 477 





Prom. Mole in 1000 ccm *) 
Meerwasser Zellsatt Meerwasser Zellsatt 
+ eee Soe 19,605 21,183 0.560 0,605 
mm «6 see e's 10,919 2.072 0475 0,090 
a a < @. ey «ease 0,464 20,143 0,012 0.516 
ee ae 0,453 0,069 0.0113 0.0017 
CR eer 1,309 shw. Spuren 0,055 Spuren 
_« oe Or ee 3,327 0,005 0,035 0,00005 
Fester Riickstand . —- 45,2 — — 
Organ. Stoffe ... oe 1,433 ~- — 


*) Die hier angegebenen molaren Konzentrationen haben wir auf Grund der Analysenergebnisse 
Osterhouts berechnet. 


Indem wir von diesen Angaben und von der soeben angefiihrten 
Gleichung ausgehen und die Verschiebungsgeschwindigkeit der Ionen in 
der Plasmahaut von auBen nach innen und von innen nach auBen durch 
Pa und 7 bezeichnen, so erhalten wir 

Pa 0,09 . 0,605 


= 0,2 = '/, 
0,475 . 0,56 , 


fiir Na-Ionen 


und 
Pa «0,516 . 0,605 


45.6. 
0,012 . 0,56 


fiir K-Ionen 


Im gegebenen Falle ist also die Permeabilitét der Plasmamembran 
von auBen nach innen fiir Na als fiinfmal kleiner und fiir K als 45mal 
gréBer als die in entgegengesetzter Richtung aufzufassen'). 

Wenn den lebenden Plasmamembranen in der Tat eine irreziproke 
Permeabilitat zukommt, so muB auch in der Donnanschen Gleichung 
bei ihrer Anwendung fiir lebende Zellen ein Permeabilitaétsfaktor ein- 
gefiihrt werden, da das Hiniiberwandern der entgegengesetzt geladenen 
Ionenpaare von einer Lésung in die andere dann nicht nur von der 
Haufigkeit des Zusammentreffens dieser Ionen an der Membran, sondern 
auch von der verhaltnismaBigen Permeabilitat dieser letzteren fiir die 
Ionen abhingig wird. Die Gleichung der Membrangleichgewichte 
nimmt also die Gestalt y.(y + z).p’ = 2*.p” an, und die urspriing- 
liche Donnansche Gleichung y(y + z) = 2* gilt nur dann, wenn p’ 
gleich p” ist. Ist das nicht der Fall, so kann das Gleichgewicht ohne 
Konzentrationsausgleich auch in Abwesenheit von nicht diffusiblen 
Ionen zustande kommen. 





1) Dabei ist der Dissoziationsgrad der Salze nicht in Betracht gezogen 
worden, und die auf der Annahme einer irreziproken Permeabilitaét be- 
ruhende Erklarung ist nur die eine der méglichen. Fiir die Verteilung der 
Salze kann auch ihre verschiedene Dissoziation auf den entgegengesetzten 
Seiten der Membran und deren verschiedene Permeabilitaét fiir die un- 
dissoziierten Molekiile und fiir die Tonen maBgebend sein. 
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Der Einflu8 kolloidaler Kieselsiure in bezug auf die Ausnutzung 
der Phosphorsiure durch die Pflanzen. 
Wenn wir in die Lésung irgend eines die Zelle umgebenden Salzes, 
z. B. NaCl, dessen Ionen durch die Zellmembran zu diffundieren ver- 
mégen, ein anderes Salz, MR, hineinbringen, von dessen Ionen nur 
das Kation M* diffusibel ist, so wird das Gleichgewicht unter dem 
EinfluB des nicht diffusiblen Anions R™ nach dem Donnanschen 
Prinzip derart verschoben, daB die Aufnahme des diffusiblen An- 
ions Cl beférdert wird. Diese Verschiebung muB in um so bedeutenderem 
MaBe in Erscheinung treten, je gréBer die relative Menge des Salzes MR 
ist. Nehmen wir an, daB die Lésung ein hinreichend groBes Volumen 
besitzt, um die Veranderungen, die in ihr infolge der Aufnahme der 
Salze durch die Zelle eintreten, vernachlissigen zu kénnen, so lassen 
sich die Konzentrationsverhiltnisse in der Zelle und in der Lésung bei 
Gleichgewicht durch folgende Gleichungen ausdriicken (die kleinen 
Buchstaben bedeuten molare Konzentrationen der entsprechenden 
Ionen in der Zelle): 
fiir Cl- und Na-Ionen cl.n = [NaCl]. [NaCl], 
fiir Cl- und M-Ionen’ cl.m = [NaCl].[MR]. 


Summiert man diese Gleichungen, so ergibt sich 
el. (nm +- m) = [NaCl]. ([NaCl] + [MR}). 
Da n+ m =cl ist, so haben wir 
cl = \(NaCl}. ([NaCl]) + [MR)). 
Nimmt man die molare Konzentration von NaCl in der Lésung 
gleich 1 an und variiert ihren relativen Gehalt an MR, so ergeben sich 
folgende Werte fiir entsprechende Konzentrationen der Cl-Ionen in 


der Zelle (cl). 


(MR)}:[(NaCl]]=0 3 8 15 2% 35 48 63 80 99 
ad=!1 3 3 4 5 6 7 8 9 10 





Eine Erhéhung des Elektrolytgehalts der Lésung durch nicht- 
diffusible Anionen muB also die Aufnahme des diffusiblen Anions 
durch die Zelle férdern. Dieser EinfluB des nichtdiffusiblen Ions kann 
sich nicht nur in der Endverteilung der Ionen bei Gleichgewicht be- 
merkbar machen, sondern auch in der Wanderungsgeschwindigkeit der 
Ionen in die Zelle zeigen, da diese durch die Erweiterung der Grenzen 
der etwaigen Anhaufung des Ions in der Zelle beschleunigt werden 
muB. Man kann demnach annehmen, da die kolloidale Kieselsiure 
eine férdernde Wirkung in bezug auf die Aufnahme der diffusiblen 
Anionen durch die Zellen, unter anderem auch auf die des Anions der 
Phosphorsauresalze, ausiiben kann. 
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Die Wirkung des Kieselsiuresols auf die Anionendiffusion wurde 
zunachst in den Versuchen mit Kollodiummembranen gepriift. 


Versuche mit Kollodiummembranen. 

Das in diesen wie in den itibrigen weiter unten beschriebenen 
Versuchen angewandte Kieselsiuresol wurde nach dem etwas modi- 
fizierten Verfahren Aiihns bereitet; es enthielt ein wenig Natrium, 
und zwar im Verhaltnis Na,O: 146 SiO,. 

Bei diesen Versuchen tauchten wir die je 10 cem destilliertes Wasser 
enthaltenden Kollodiumhiilsen in Bechergliaser ein, die je 300 ccm einer 
m/3300 Rhodankaliumlésung enthielten'). In der einen Versuchsreihe 
wurde das Salz in Wasser, in der anderen in 5proz. Kieselsiiuresol gelist, 
Das py der Innenfliissigkeit wurde vor Versuchsbeginn dem py der AuBen- 
fliissigkeit durch Alkalizusatz gleichgemacht. Nach Ablauf bestimmter 
Zeiten wurde der Rhodangehalt der Fliissigkeit in den Hiilsen kolori- 
metrisch ermittelt. Auf diese Weise haben wir folgende Ergebnisse 
erhalten: 





Tabelle I. 
Daver des Konzentration der C NS-slonen in den Hiilsen 
Versuchs a 
in Stunden ohne Kieselsaure mit Kieselsaure 
05 m 6000 m/3500 
l m /5000 m/2500 
20 m/3500 | m/1500 


Aus den angefiihrten Angaben ist ersichtlich, daB die in der Lésung 
befindliche Kieselsiure die Anhaufung der diffusiblen Anionen im 
Innern der Hiilse sowie auch die Geschwindigkeit ihres Hinitiberwanderns 
auf die entgegengesetzte Seite der Membran in betrichtlichem Grade 
steigerte. 

Um eine analoge Einwirkung von kolloidalen Kieselsiureionen 
auf die Aufnahme der Anionen von Phosphorsiuresalzen durch die 
Pflanzen festzustellen, wurden Vegetationsversuche mit Wasserkulturen 
von Zea Mays angestellt. 


Versuche mit Wasserkulturen von Zea Mays. 


Die Samen wurden auf Filtrierpapier keimen gelassen und die Keim- 
linge eine Woche auf fiinffach verdiinnter Pfefferscher Nahrlésung ohne 
Phosphorsiéure geziichtet. Um die Einwirkung von Kieselsiiure auf die 
Aufnahme von Phosphorsiureanionen unabhingig von den iibrigen Salzen 
der Nahrlésung beobachten zu kénnen, wandten wir eine fraktionierte 
Ernaihrung der Pflanzen an, Fiir die Kulturen wurden zwei Reihen von 
VegetationsgefiBen benutzt, wobei jede Reihe aus fiinf GefiBen bestand. 


1) Bei diesen Versuchen wurde das Rhodansalz deshalb gebraucht, 
weil sich der Rhodangehalt leicht kolorimetrisch mittels Farbreaktion mit 
Eisen ermitteln laBt. 
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In Reihe A enthielten alle GefaBe die Pfeffersche Salznahrlésung ohne 
Phosphorsaure, in Reihe B besaBen die Lésungen folgende Zusammen- 
setzung : 


im GefaB 1. . 0,03 g H,PO, auf 1000 cem 6proz. Kieselsiiurelésung 
os a. ee oe ee ee ee IN 


Pe » 38. . 003g H,PO, ,, 1000 ,,  destillierten Wassers 
» 4. . Iproz. Kieselsiurelésung 
5. . destilliertes Wasser 


Die Verteilung der Lésungen in den VegetationsgefaiBen ist aus 
dem folgenden Schema ersichtlich. 























Reihe A Piefjersche Nahrsalzlésung ohne P,O, 
Kieselsiiure Kiesel- 

Reihe B | © lata | . aa ? saure Wasser 
Aes iin et 
ae 

Nr. der GefaiBe 1 2 3 4 5 


In Reihe A enthielten die GefaBe je 4 Liter Salzlésung (pg 6,6), in 
Reihe B je 1 Liter (pg 6,8). Am 17. Juli 1924 wurden die Pflanzen aus 
den verdiinnten Pfefferschen Nahrlésungen in die GefaiBe der Reihe B 
gebracht, wobei je vier Pflanzen auf jedes GefaiB kamen. Von Zeit zu Zeit 
wurden die Pflanzen aus den GefaiBen der Reihe B in diejenigen der Reihe A 
und umgekehrt versetzt. In den ersten verblieben die Pflanzen meist 
| Tag, in den letzteren 2 bis 3 Tage. Bei diesem Auswechseln wurden die 
Wurzeln jedesmal mit destilliertem Wasser abgespiilt. Die Lésungen 
wurden zweimal tiglich durchgeliiftet. Nach zwei- bis dreimaligem Aus- 
wechseln wurden die Lésungen der Reihe B durch Liésungen von gleicher 
Zusammensetzung erneuert; das pg aller Fliissigkeiten wurde stets dem 
Py der Lésung in GefiB 1 durch Alkalizusatz gleichgemacht. 

Bereits nach einigen Tagen blieb die Entwicklung der Pflanzen in 
den GefaiBen 4 und 5 (ohne P,O,;) im Vergleich zu den iibrigen merklich 
zuriick, und auch weiterhin wies das Wachstum eine sehr schwache Zu- 
nahme auf, unabhingig von der An- bzw. Abwesenheit von Kieselsaure. 
Was die iibrigen GefiBe anbetrifft, so gediehen die Pflanzen in denen 
mit Kieselsiture bedeutend besser als ohne diese; besonders die Pflanzen 
der GefaéBe 1, die auBer der Phosphorsiurelésung 6 Proz. Kieselsiiture ent- 
hielten, zeichneten sich durch starkere Entwicklung der Stengel und 
Blatter und durch dunkleres Griin unter den iibrigen aus. 

Nach 7 Wochen wurden von den vier Pflanzen in jedem GefaB je 
zwei zur Analyse genommen, wobei man die stirkste und die schwiichste 
Pflanze auswihlte, so daB die mittleren Exemplare in den GefaBen blieben. 
Die Pflanzen wurden in frischem und lufttrockenem Zustande gewogen; 
darauf wurde ihr Gehalt an Phosphorsiure nach dem Verfahren von 
A. N. Lebedjanzew kolorimetrisch bestimmt. Die Resultate sind in der 
Tabelle IL zusammengestellt. 


') 6 Wochen nach Versuchsbeginn wurde der H,PO,-Gehalt dieser 
Lésungen bis auf 0,01 g pro Liter vermindert. 
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Tabelle II. 
Pflanzengewicht Gehbalt an P,O; 
Nummer ma 

des frisch tattoo tee in Proz. der 

GetaBes lrocken- 

in bezug auf eee 

g zg Geta 3 mg as 

49 5.90 119.0 11.4 0,193 

2 47 5,12 103,2 10,2 0,199 

3 44 4.96 100 9.6 0,193 

10,2 1,38 27, 177 0,128 

5 9,7 1,21 24.4 1,74 0,143 


Aus den Versuchsergebnissen erweist sich eine direkte Abhangigkeit 
des Wachstums der Pflanzen von ihrem Gehalt an Phosphorsaure. 
Fehlte diese in der Nahrlésung, so wuchsen die Pflanzen sehr schwach, 
unabhangig von der An- bzw. Abwesenheit von Kieselsiure. Wenn 
die Nahrlésung kleine Mengen Phosphorsaéure enthielt, gediehen die 
Pflanzen um so besser, je mehr Kieselsiure in der Lésung vorhanden 
war, wobei der relative (prozentuale) Gehalt der Pflanzen an Phosphor- 
saure unveraindert blieb. Daraus ergibt sich, daB ein funktioneller 
Ersatz der Phosphorséure durch die Kieselsiure in den Pflanzen nicht 
méglich ist, und daB die giinstige Wirkung der Kieselsiure auf die 
Entwicklung der Pflanzen bei mangelhaftem Phosphorsauregehalt der 
Nahrlésung dadurcly hervorgerufen wird, daB die erste die Aufnahme 
der Phosphorsiure durch die Pflanzen férdert. 

Wiahrend der weiteren Entwicklung zeigten die in den GefaBen ver- 
bliebenen Pflanzen dasselbe Verhalten zu den Nahrlésungen, wie es vorher 
beobachtet worden war. Das Wachstum der Pflanzen in den GefaiBen 
ohne Phosphorsiure kam bald fast véllig zum Stillstand, die Blatter be- 
gannen von unten abzusterben. Der Unterschied bei den iibrigen Pflanzen 
in den GefaBen mit und ohne Kieselsiure tritt bei ihrem weiteren Ge- 
deihen noch scharfer in derselben Richtung wie friiher hervor. Obgleich 
die Entwicklung der Pflanzen durch kaltes Wetter etwas verzégert wurde, 
gediehen sie doch in allen diesen Kulturen ziemlich gut und erreichten 
den Zustand der Bliite und der Kolbenbildung. Dabei traten diese Stadien 
in den verschiedenen GefaiBen richt gleichzeitig ein, sondern in bestimmter 
Reihenfolge, angefangen in GefaiB 3 und beendet in GeffiB 1, mit Zwischen- 
zeitraumen von etwa 4 bis 5 Tagen. Als die Versuche infolge kalten und 
triiben Wetters Anfang Oktober zum AbschluB gebracht wurden, befanden 
sich die Pflanzen im Zustande der Kolbenentwicklung, wobei die Kolben 
im GefaB 1 gerade anfingen sich zu bilden, wihrend sie im GefaiB 3 schon 
eine betrachtliche Entwicklung erreicht hatten. Somit wurde die Vege- 
tationsperiode der Pflanzen in Gegenwart von Kieselsiure etwas verliingert. 

Wie schon oben erwihnt und wie aus den in Tabelle I] angefiihrten 
Ergebnissen ersichtlich ist, gediehen die Pflanzen in den Kulturen mit 
Phosphor- und Kieselsiure besser dort, wo eine verhiltnismaBig gréSere 
Menge der letzteren (6 Proz.) vorhanden war. Spiiter aber zeigten die 
Pflanzen in 6proz. Kieselsiurelésung einige Krankheitserscheinungen, die 
sich in einer gewissen Rétung der Blatter und im Eintrocknen ihrer Spitzen 
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und Situme iuBerten, darauf begannen diese Pflanzen in ihrer Entwicklung 
im Vergleich mit denen in Iproz. Kieselsiurelésung zuriickzubleiben, 
und bei Beendigung des Versuchs erwiesen sich die ersten etwas schwiicher 
ausgebildet als die letzteren. Die Ursache liegt wahrscheinlich in der Ab 
lagerung des Kieselsiituregels auf den Wurzeln der Pflanzen in der 6proz. 
Kieselsiiturelésung. Diese in der letzten Periode der Pflanzenentwickluing 
beobachtete Ablagerung beschidigte das Wurzelsystem und hinderte die 
Aufnahme des Wassers und der Salze durch dasselbe. Das geht auch aus den 
weiter unten angegebenen Analysenresultaten hervor, die einen niedrigeren 
Phosphorsiuregehalt bei diesen Pflanzen als bei den iibrigen aufweisen. 

Die Kulturen wurden nach 11 Wochen beendet und die geernteten 
Pflanzen ebenso wie frither der Analyse unterzogen, Dabei wurde nicht 
nur der Gehalt der Pflanzen an Phosphorsiiure, sondern auch der an Kiesel 
siure bestimmt. Die Resultate sind aus Tabelle IL] ersichtlich. 


Tabelle 111 





Pflanzengewicht Gehalt an P, Os Gehalt an SiO, 
-~ lutttrocken 
Gee frisch in Proz. der nm Proz. der 
faBes in besua Trocken- Trocken- 
ra Pi auf Geta 3 me substanz me substanz 

l 73,0 10,24 113.3 34,82 0.34 300 2.93 

2 81,9 11,26 124.5 47,85 0,42 120 1,06 

3 52,5 9,04 100 37,00 O41 23 0.25 

4 9,2 1,37 15,1 3,42 0.25 57 4.16 

5 56 145 16,0 3,42 0,24 5,2 0,36 


Abgesehen von der schon besprochenen Abweichung im GetaB 1, 
die offenbar durch die oben erwaihnten nebensachlichen und zufialligen 
Umstiande hervorgerufen wurde, ergeben die Angaben dieser Tabelle 
dasselbe Bild wie die der Tabelle Il. Die durch die Pflanzen auf- 
genommene Kieselsiure iibte an und fiir sich gar keinen Einflu® auf 
die Entwicklung derselben aus. Fiir die Pflanzen war die Menge der 
aufgenommenen Phosphorsiure maBgebend, und die giinstige Ein- 
wirkung der Kieselsiure machte sich nur insoweit geltend, als sie die 
Aufnahme der Phosphorsaure térderte. 

Die fordernde Wirkung der Kieselsaure in bezug auf die Aufnahme 
der Phosphorsaure durch die Wurzelzellen lieB sich auch durch die 
vergleichende Analyse der Phosphorsiurelésungen mit und ohne Kiesel- 
siurezusatz feststellen, nachdem man die Weizenpflanzen mit ihren 
Wurzeln gewisse Zeit in diese Lésungen hatte eintauchen lassen. 
Versuche iiber die Wirkung des Kieselsduresols in bezug auf die Aufnahme 

der Phosphorsdure durch die Wurzeln der jungen Weizenpflanzen. 


Die aufgekeimten Weizenkérner wurden auf paraffinierte Netze, auf 
jedes 50 Kérner, gebracht und die Netze mit den Keimlingen auf Becher- 
glaser mit Pfefferscher Nahrlésung ohne Phosphorséure gelegt. Nachdem 
das Wurzelsystem eine hinreichend starke Entwicklung wahrend 2 bis 
3 Wochen erreicht hatte, wurde die urspriingliche Salzlésung durch Lésungen 
ersetzt, die teils nur Phosphorsaure allein, teils auBer dieser noch Kiesel- 
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iuresol enthielten Das ru wurde vorlaufig in allen Losungen gleich 
yermacht. Die Bechergliser mit den Pflanzen wurden bet Zinmertemperatur 
von etwa 15° stehengelassen Nach Ablauf cines gewissen Zeitraumes 


wurden die Pflanzen weggenormmen und die unverbraucht gebliebene 
Phosphorsiure in den Lisungen kolorimetrisch bestimmt. Die Phosphor 
aurebestimmungen wurden sowohl in den Versuchslésungen ale auch in 
der urspriinglichen unter gleichen Bedingungen ausgefiihrt, wobei die in 
den Lésungen befindliche Kieselsiure vorliufig entfernt worden war. 
tei diesen Versuchen wurden folgende Resultate erhalten: 


Versuch 1. 


in urspriinglichen Losungen event 5.00 mg 
; a ; reo : ohne SiO, .... 4,47 
P,O,-Gehalt)) in Versuchslisungen O75 Proz. SiO, . . 362 


hos ' ean ea 
nach 6 Stunden \3'75 é . Ja 


Versuch 2. 


in urspriinglichen Lisungen. . . . . - 326 ing 
» or 


P,O,-Gehalt | in Versuchslésungen johne SiO, . 2,22 
nach 3 Stunden (2,6 Proz. SiO,. | . 1,96 


Sekanntlich hat O. Lemmermann') in einer gréBeren Anzahl von 
Versuchen mit Sandkulturen nachgewiesen, daG® die Kieselsiure die Wirkung 
der Phosphorsiure auf die Pflanzen wesentlich zu erhéhen vermag, nament- 
lich dann, wenn diesen kolloidale Kieseleiure neben unzureichenden Mengen 
von Phosphorsiure dargeboten wird, Bei der Erklarung dieser Erscheinung 
hielt Lemmermann in seiner ersten Arbeit die Méglichkeit nicht fiir aus- 
geschlossen, daB die Phosphorsiure in den Pflanzen durch die Kieselsiure 
vertreten werden kénnte. Spéter*) konnte er sich aber durch die Analyse 
der Pflanzen davon tiberzeugen, daB dies nicht der Fall ist, und er kam 
daher zu der gleichen SchluBfolgerung, die sich auch aus unseren Versuchen 
ergibt, nimlich, daB sich die Pflanzen nur ihrem Gehalt an Phosphorsiure 
gemaB unter den entsprechenden Versuchsbedingungen entwickelten, und 
daB die Kieselsiture gegebenenfalls insofern eine giinstige Wirkung aufwies, 
als sie die Aufnahme der Phosphorsiure durch die Pflanze erhéhte.  Fiir 
diese Erscheinungen sieht Lemmermann eine Erklarung in der Annahme 
einer léisenden Wirkung der Kieselsture auf die Phosphate*®), er bemerkt 


1) O. Lemmermann, Zeitschr. f. Pflanzenernahrung und Diingung 
1922, T. A., S. 185; 1924, T. B, S. 185. 

2) O. Lemmermann und H. Wiessmann, ebendaselbst 1925, T. A, S. 265 

3) Auf dieselbe Wirkung der Kieselsture weist auch Mitascherlich hin, 
indem er versucht, eine Erklarung fiir die von Lemmermann beobachteten 
Erscheinungen zu finden. .,Es ist dies wohl so zu denken™, schreibt er, 
,daB die lésliche Kieselsiure der Festlegung der Phosphorsiure entgegen 
wirkt, indem sie an Stelle der Phosphorsture die entsprechenden Ver- 
bindungen eingeht. Nur so ist es erklarlich, da die Kieselsaurewirkung 
bei Gegenwart geringer Phosphorsiuregaben starker in Erscheinung tritt 
als bei starkeren Phosphorséiuregaben.** Georgine 1922, 8. 517 

Fr. Duchon versuchte die Befunde Lemmermanns iiber die giinstige 
Wirkung der kolloidalen Kieselsiure dadurch zu erklaren, dal sie die 
physikalisch ungiinstigen Verhaltnisse des Sandes verbessere. Vgl.O0.Lemmer- 


mann, Zeitschrift fiir Pflanzenernahrung und Diingung 1925, T. A. H. 5 
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aber dabei selbst, daB die Natur der betreffenden Vorgiinge dadurch nicht 
erschépfend klargestellt wird. Die Wirkung der Kieselsiure in bezug auf 
die Aufnahme der Phosphorsiure mit dem EinfluB von Na-Salzen auf 
Aufnahme des K_ vergleicherd, schreibt Lemmermann: 

.. Wenn wir diesen Umstand zusammenhalten mit den oben angefiihrten 
Erwiigungen, so scheint mir die von uns festgestellte Tatsache des 
Léslichwerdens von P,O,; durch SiO, nicht ausreichend zu sein, um hier- 
durch allein die erhéhte Aufnahme der P,O, in befriedigender Weise zu 
erkliren. Es scheint vielmehr, daB die SiO, die Einwanderung der P,O, 
(bzw. das Na diejenige des K) noch auf eine andere Weise férdern kann. 
DaB dieser Vorgang sich innerhalb der Zellen abspielt, scheint, wie wir 
oben dargelegt haben, auf Grund unserer Untersuchungen nicht wahr- 
scheinlich zu sein. Man mu8 also noch nach einer anderen Erklérungs- 
moéglichkeit suchen... Die bisherigen in der Literatur vorliegenden 
Untersuchungen reichen aber vorlaiufig nicht aus, bestimmte Angaben 
nach dieser Richtung hin zu machen, Wir miissen uns daher zuniichst 
an die Tatsache halten, daB die SiO, auf die Kalkphosphate lésend ein- 
wirkern und dadurch die P,O,-Aufnahme und -Wirkung erhéhen kann, 
und der Zukunft die Entscheidung dariiber iiberlassen, ob diese Eigenschaft 
der SiO, fiir ihre groBe ertragssteigernde Wirkung bei ungeniigender P, O,- 
Ernaihrung der Pflanzen maBgebend ist**'). 


Unsere Versuche mit den Kulturen in Wasserlésungen zeigen, dab 
die férdernde Einwirkung von Kieselséure auf die Einwanderung der 
Phosphorsaure in die Pflanzenzellen auch dann zum Vorschein kommt, 
wenn der EinfluB der von Lemmermann vorausgesetzten lésenden 
Wirkung auf Phosphate ganz ausgeschlossen worden ist. Der Kiesel- 
siureeffekt in diesem Falle wie auch der bei den Lemmermannschen 
Versuchen, insofern dieser nicht auf lésende Wirkung bezogen werden 
kann, lat sich zwanglos als ein Ergebnis des unter den hier gegebenen 
Bedingungen zustande kommenden Donnanschen Membrangleich- 
gewichts erliutern?). Zugunsten dieser Erlauterung sprechen auch die 


1) O. Lemmermann und H. Wiessmann, |. c., 8.309 u. 310. 

2) Durch das teilweise Eirndringen der Kieselsiure in die Pflanzenzelle 
kann der betreffende Effekt des Donnanschen Membrangleichgewichts 
freilich nur bis zu einem gewissen Grade eingeschriinkt, aber nicht ganz 
beseitigt werden. Die oben angefiihrten Tatsachen und Erwagungen legen 
die Vermutung nahe, daB die kolloidale Kieselsiure das Eindringen nicht 
nur der Phosphorsdure, sondern der diffusiblen Anionen iiberhaupt férdern 
miisse. Wenn das Anion, dessen Aufnahme die Kieselsiure beférdert, als 
Nahrstoff durch die Pflanze verwertet wird, so kommt ein entsprechender 
Zuwachs derselben zustande. Dieser Zuwachseffekt von der Kieselséiure- 
wirkung muB offenbar im umgekehrten Verhaltnis zum Bedarf der Pflanzen- 
zellen an dem betreffenden Nahrstoff stehen. Daraus ergibt sich, daB der 
Effekt in bezug auf NO,-Ionen schwacher ausgeprigt werden miisse als 
der in bezug auf Phosphorséureanionen, da die Phosphorséure einen héheren 
Produktionswert als der Stickstoff besitzt. Durch diesen Umstand wurde 
vielleicht unter anderen das negative Ergebnis der Versuche Lemmermanns 
(l. ec.) iiber die Kieselsiurewirkung in bezug auf Nitrate bedingt. 
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oben angegebenen Resultate der entsprechenden Versuche mit 
Kollodiummembranen. 

Was die noch von Hellriegel und seinen Mitarbeitern') und neuer- 
dings von Breaseale*) beobachtete Erscheinung anbetrifft, daB die Auf- 
nahme von K durch die Pflanze beférdert wird, wenn der Lésung ein 
Na-Salz zugesetzt worden ist, so scheint eine derartige Einwirkung, 
abgesehen von etwaigen Verainderungen im Zustande der Plasma- 
membranen, auf verschiedenen Wegen zustande kommen zu kénnen. 

Wenn die fiir K-lonen durchlassigen Zellmembranen fiir Na-lonen 
undurchlassig sind — wie z. B. in einem Falle, den J. Loeb*) auf 
Funduluseiern bei einer bestimmten Zusammensetzung der Salzlésung 
beobachten konnte —, so kénnen die letzteren in bezug auf die ersten 
als undialysable Ionen im Sinne des Donnanschen Membrangleich- 
gewichts fungieren, ebenso wie die Anionen der kolloidalen Kieselsaure 
in bezug auf die der Phosphorsiure. Daraus ergibt sich eine Férderung 
des Eindringens von K-Ionen. 

Dieselbe Wirkung kann ein Na-Salz auch dann hervorrufen, wenn 
die Zellmembranen fiir seine beiden lonen permeabel sind, da die 
Konzentration der diffusiblen Anionen in der Lésung durch den Zusatz 
dieses Salzes gesteigert wird, was wiederum das Hiniiberwandern 
diffusibler Kationen auf die entgegengesetzte Seite der Membran 
beférdern kann. Diese fordernde Wirkung muB, wie schon oben erwahnt 
wurde, desto starker in Erscheinung treten, je gréBer die Beweglichkeit 
der mit dem Na-Salz zugesetzten Anionen ist. Dabei kénnen sich 
bis zu einem gewissen Grade auch sekundare Einwirkungen geltend 
machen, die infolge des Wechsels zwischen den Zellen und der Auben- 
lésung und der durch diesen Umtausch verursachten Veranderungen 
in der letzteren auftreten. Ist z. B. das Na der Lésung als Na-Nitrat 
zugesetzt worden, so kann sich deren Alkalitaét infolge einseitiger Auf- 
nahme der Salpetersiure durch die Pflanzen steigern. Da aber die 
OH-Ionen eine gréfere Beweglichkeit besitzen, so miissen sie ihrerseits 
eine bedeutendere Einwirkung hinsichtlich des Eindringens von K-Ionen 
hervorbringen. 

Bei der oben angegebenen Erlauterung der Lonenwechselwirkung 
sind etwaige Verainderungen im Plasmamembranzustande, die unter 
Einwirkung der AuBenlésung auftreten kénnen, nicht in Betracht 
gezogen worden. Durch diese Verainderungen kann das Verhalten 


1) Hellriegel, Willjart, Romer und Wimmer, Arbeiten d. deutsch. landw. 
Ges. 1898, H. 34. 

2) Breaseale, Journ. Agric. Research. 1924; zit. nach Lemmermann, 1. c. 

8) J. Loeb, Journ. of gener. Physiol. 5, 231, 1922; vgl. auch 2. Wert- 
heimer, Pfliigers Arch. 200, 354, 1923. 
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der lebenden Zellen zu den in der Lésung befindlichen Salzen 
wesentlich komplizierter werden; auf diesem Gebiet sind aber unsere 
Kenntnisse zurzeit noch sehr beschrankt und unvollkommen. 


Zusammenfassung. 


Die mit dem Donnanschen Membrangleichgewicht verbundenen 
Erscheinungen miissen in den Pflanzenzellen weit verbreitet sein und 
eine wesentliche Rolle bei den osmotischen Verschiebungen und _ bei 
der Verteilung der diffusiblen Ionen spielen. Als undialysable Ionen 
kénnen dabei nicht nur kolloidale Ionen im engeren Sinne des Wortes, 
sondern auch molekular geléste Lonen fungieren, wenn die Plasma- 
membranen fiir diese undurchlissig sind. 

Auber der dem Donnanschen Prinzip gemab zustandekommenden 
Wirkung der nichtdiffusiblen Ionen kénnen auch andere Einwirkungen 
fiir die Verteilung der Elektrolyte in den lebenden Zellen mabgebend 
sein, unter anderem die bei lebenden Membranen mégliche ,,irreziproke“ 
Permeabilitét. Wenn diese Membranen tatsachlich eine irreziproke 
Permeabilitat fiir die Ionen besitzen, so muB in die Gleichung des 
Membrangleichgewichts bei der Anwendung fiir lebende Zellen auBer 
dem Produkt der Lonenkonzentrationen noch ein Permeabilitatsfaktor 
eingesetzt werden. 

Das Donnansche Membrangleichgewicht kann auch bei der Auf- 
nahme der Salze durch das Wurzelsystem der Pflanzen eine gewisse 
Rolle spielen, wobei die Einwirkung von nichtdiffusiblen lonen nicht 
nur von den Wurzelzellen ausgehen kann, sondern auch von der AuBen- 
lésung, wenn in ihr derartige lonen vorhanden sind. 

Es ist durch entsprechende Versuche mit Kollodiummembranen 
festgestellt worden, daB die in der Lésung befindliche Kieselsiure das 
Hiniiberwandern der diffusiblen Anionen auf die entgegengesetzte Seite 
der Membran férdert. 

In gleicher Weise wirkt die Kieselsaure auch in bezug auf 
die Aufnahme von Phosphorsiureanionen durch die Wurzelzellen 
der Pflanzen, wodurch sie einen giinstigen Einflu8 auf die Ent- 
wicklung der Pflanzen bei relativem Phosphorsiuremangel in der 
Nahrlésung ausiibt. 

Diese Erscheinungen treten in den angegebenen Fallen als Resultat 
des Zustandekommens des Donnanschen Membrangleichgewichts auf, 
wobei die kolloidalen Kieselsiureanionen als dialysierunfahige Ionen 
fungieren. 

Aus den Ergebnissen unserer Versuche geht hervor, da ein 
funktioneller Ersatz der Phosphorsiure durch die Kieselsiure in den 
Pflanzen nicht méglich ist. 
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Der von Hellriegel und neuerdings von Breaseale festgestellte 
férdernde EinfluB von Natriumsalzen in bezug auf die Aufnahme des 
Kaliums durch die Pflanzen scheint auf der durch den Zusatz jener 
Salze verursachten Konzentrationserhéhung der diffusiblen Anionen 
in der Nahrlésung zu beruhen. 

Wenn die fiir K-lonen durchlassigen Zellmembranen fiir Na-lonen 
undurchlassig sind, kénnen Na-Salze das Eindringen der K-lonen in 
die lebenden Zellen auch infolge des Zustandekommens des Donnanschen 
Membrangleichgewichts férdern. 








Uber eine neue Methode zur Trennung des Athylalkohols 
von Acetaldehyd und Aceton. 


Von 
Giiinther Gorr und Joachim Wagner. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23, Mai 1925.) 


Durch die Arbeiten von C. Newberg und seinen Mitarbeitern ist 
aufgedeckt worden, daB dem Acetaldehyd als unmittelbarer Vorstufe 
des Athylalkohols im pflanzlichen und tierischen Stoffwechsel eine 
groBbe Bedeutung zukommt. Es ist daher wichtig, iiber ein brauchbares 
Trennungsverfahren fiir Athylalkohol und Acetaldehyd sowie weiterhin 
auch fiir Weingeist und Aceton zu verfiigen. 

Die bisher angewendeten Methoden beruhen auf verschiedenen 
Prinzipien. Einerseits ist in alterer und neuerer Zeit die Acetaldehyd 
zerstérende Wirkung von Silberoxyd benutzt worden [vgl. die An- 
gaben von E. Friedmann'), N. Masuda*), G. Embden und K. Baldes*) 
sowie von C. Neuberg und J. Kerb*)]. Andererseits hat man die Reaktion 
zwischen Acetaldehyd und Natriumbisulfit®) heranzuziehen versucht 
in der Erwartung, von der an sich nicht fliichtigen Doppelverbindung 
den Athylalkohol durch Destillation absondern zu kénnen. Ferner 
wurden Trennungen von Weingeist und Acetaldehyd durch Behandlung 
mit Fehlingscher Lésung vorgenommen®). Gute Dienste leistet auch 
das p-Nitrophenylhydrazin; es halt Aldehyde und Ketone als nicht 
fliichtige Kondensationsprodukte zuriick und gestattet, den Alkohol 





') BE. Friedmann, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 211, 1908. 

2) N. Masuda, diese Zeitschr. 45, 142, 1912. 

3) G. Embden und K. Baldes, ebendaselbst 45, 161, 1912. 

*) C. Neuberq und J. Kerb, ebendaselbst 58, 414, 1913; 64, 255, 1914. 

5) S. Kostytschew und E. Hiibbenet, H. 79, 363, 1912; diese Zeitschr. 64, j 
248, 1914. Vel. hierzu A. v. Lebedew urd N. Griaznow, B. 45, 3263, 1912, 
sowie C. Neuberg and J. Kerb, |. ¢. 

®) A. v. Lebedew urd N. Griaznow, |. ¢. 
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durch Destillation davon zu scheiden'). Das bisher am meisten?) an- 
gewendete Silberoxydverfahren ist insofern mit Mangeln behaftet, 
als, ganz abgesehen von der Kostspieligkeit dieser Methode, auber 
dem Aldehyd nicht gering zu veranschlagende Mengen Alkohol zerstért 
werden’). : 

Es war somit geboten, nach anderen Méglichkeiten einer Acet- 
aldehyd-Athylalkohol-Trennung zu fahnden; wir versuchten, sie durch 
Benutzung von Quecksilberoryd zu bewirken. 

Durch die Arbeiten von G. Denigés, C. Oppenheimer, E. Biilmann, 
namentlich von K.A.Hofmann*), S.M. Auld und A. Hantzsch®) 
sowie von J. U. Nef®) sind eine Reihe von schwer léslichen und nicht 
fliichtigen Acetaldehyd-Quecksilber-Verbindungen, die Mercarbide, be- 
kannt geworden. Somit schien es denkbar, durch Uberfiihrung des 
Acetaldehyds in solche Quecksilberoxydderivate das erstrebte Ziel 
einer Abtrennung von Acetaldehyd aus alkoholhaltigen Gemischen zu 
erreichen. Wahrend Acetaldehyd bereits in neutraler oder ganz schwach 
alkalischer Lésung mit Quecksilberoxyd zur Bildung von Organo- 
Quecksilber-Verbindungen Anla® gibt, wird Athylalkohol nur in stark 
basischer Lésung, vermutlich soweit er hierbei zu Aldehyd oxydiert 
wird, vom Quecksilberoxyd angegriffen. 

Tatsachlich gelingt es, auf diesem Wege die Trennung durch- 
zufiihren. 

Wir sind so vorgegangen, daB die Athylalkohol und Acetaldehyd 
enthaltenden Fliissigkeiten mit Quecksilberchlorid (3 bis 4 Mol.) und 
mit einer nicht aquivalenten Menge 1- bis 2n Natronlauge in der Art 
versetzt wurden, daB ein 10proz. Unterschu®B von Alkali gegeniiber 
dem Quantum bestand, das theoretisch zur vollkommenen Um- 
wandlung des Quecksilberchlorids in Quecksilberoxyd erforderlich ge- 
wesen ware. Es zeigte sich, daB man dann durch etwa fiinfstiindiges 
Erhitzen am EnergieriickfluBkihler den Acetaldehyd quantitativ 
entfernen kann, wahrend der Weingeist nur zu einem geringen Prozent- 
satz (im Héchstfalle zu 4 bis 5 Proz.) in Mitleidenschaft gezogen wurde. 
Das steht durchaus im Einklange mit den Erfahrungen von K. A. Hof- 
mann (l.¢.), der nur konzentrierten Sprit in Gegenwart von freiem 
Atzkali bei 11.,tagigem Kochen durch Quecksilberoxyd zum Ubergang 


1) ©. Neuberg und E. Reinjurth, diese Zeitschr. 89, 398, 1918. 

2) Uber ein indirektes Vorgehen berichtet K. Hoepner, Chem. Centralbl. 
1918, I, 379. 

3) Vol. Th. Curtius und H. Franzen, A. 404, 105, 1914. 

*) K. A. Hofmann, B. 81, 1904 und 2212, 1898. 

5) S. M. Auld und A. Hantzsch, B. 88, 2677, 1905; dort auch Nach 
weise der alteren Literatur. 

s) J. U. Nef, A. 298, 317, 1897. 
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in Mercabid befahigt fand. Die zerstérende Wirkung von Quecksilber- 
oxyd auf den Acetaldehyd beruht allem Anscheine nach nicht allein 
auf einer Mercurierung, sondern wahrscheinlich wird ein Teil des Acet- 
aldehyds direkt zu Essigsiure bzw. zu Trimercuri-essigsiure oxydiert 
worauf aus dem Auftreten von freiem Quecksilber bei obiger Arbeits- 
weise wohl geschlossen werden darf. 

Da auch Aceton mit Quecksilberoxyd abhnliche, nicht fliichtige 
mercurierte Verbindungen liefert'), kann auf dasselbe Verhalten ein 
Verfahren zur Trennung von Aceton und Athylalkohol gegriindet 
werden. Dabei geht man analog wie zur Acetaldehyd-entfernung 
vor. Hier gelang ebenfalls eine vollstindige Beseitigung des Acetons 
ohne wesentliche Alkoholzerstérung. Demnach kommt dem Queck- 
silberoxyd offensichtlich eine Bedeutung als Mittel zur Trennung des 
Athylalkohols vom Acetaldehyd sowie vom Aceton zu. 

Die praktische Ausfiihrung der vorgeschlagenen Methode gestaltet 
sich wie folgt: 

Das Gemisch von Athylalkohol und Acetaldehyd bzw. von Athyl- 
alkohol und Aceton wird, nachdem der Gehalt an Carbonylverbindungen 
durch Titration ermittelt worden ist, mit frischem Quecksilberoxyd 
(auf 1 Mol. Aldehyd 3 bis 4 Mol. HgQO), jedoch in Abwesenheit von 
Lauge, 4 bis 5 Stunden lang am RiickfluBkiihler auf dem Baboblech 
gekocht. Bei der nachfolgenden Destillation etwa mit ibergegangenes 
Quecksilber?) laBt sich leicht durch einfache Filtration beseitigen. Der 
Alkoholgehalt dieser Lésung kann in bekannter Weise nach anreichernder 
Rektifikation durch pyknometrische Bestimmung ermittelt werden. 
Ist die Beimengung von Acetaldehyd oder Aceton sehr groB, so besteht 
die Méglichkeit, daB zunichst winzige Mengen der Carbonylkérper 
noch im alkoholischen Destillat vorhanden sind; unterwirft man 
letzteres abermals dem obigen Verfahren, so bringt man jedoch auch 
diese Spuren zu restlosem Verschwinden. 

Um die Leistungsfdihigkeit der angegebenen Methode zu _ priifen, 
wurde eine Reihe von Versuchen mit wechselnden Mengen von Acet- 
aldehyd, Aceton und Athylalkohol vorgenommen. 

Die Ergebnisse sind der Einfachheit halber in den folgenden Tabellen 
zusammengestellt. 

Bei gewaltigem Uberwiegen von Acetaldehyd (Verhaltnis: 9 Teile 
Acetaldehyd auf 1 Teil Weingeist) war eine wiederholte Behandlung mit 
HgO notwendig, um allen Aldehyd zu beseitigen. 


1) K. A. Hofmann, |. c.; S. M. Auld und A. Hantzsch, 1. ¢. 

2) Auch aus den Quecksilberverbindungen des Destillationsriickstandes 
kann man auf die iibliche Art das Quecksilber bzw. Mercurioxyd wieder- 
gewinnen. 
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Tahe le /. 








Menge | Menge des Menge Menge Zeitdauer Proben auf Wiederget A lkohols 
des Avete des an des Acetaldehyd _ Menge ust 
Alkohols | aldehyds Hg Cl. NaOH | Erhitzens im Athylalkohol ‘*™™® 
s & 2 ccm Stunden Destillat ‘ —_ 
4,76 2,36 272 900 (2n) 5 negati\ 4.55 4.40 
4.36 4.33 136 900 (1m) 2 schw. positiy 42] 3.44 
3,96 3,93 272 900 (2n) 5 negativ 3,75 5,30 
2.38 21,16 300 1000 (2n) 3 Ms 2.30 3.36 
Tahe lle Tl. 
Menge Menge Menge Menge Zeitdauer | Proben aut W sodonael. Alkohol 
es des des an des Aceton fen -—— ‘ 
Alkohols Acetons*) HgCly NaOH Erhitzens ry Athylalke shot) Vertust 
8 Ss 8 com Stunden Destillat g —_ 
4,56 4.58 136 900 (In) 2 negativ 4.34 482 
2.37 21,42 600 2000 (2n) 5 y 2,29 3.37 
4.56 4.78 136 900 (Ln) 3 4,42 3.07 


*) Als Aceton wurde ein reines, aus der Bisulfitverbindung gewonnenes Material verwendet. 


Es zeigt sich also, daB, wie zuvor ausgefiihrt worden ist, zur quanti- 
tativen Zuriickhaltung des Acetaldehyds und Acetons Quecksilber- 
oxyd in einer Menge anzuwenden ist, die etwa 4 Mol. entspricht, 
und daB auBerdem auch die Zeitdauer des Erhitzens von Wichtigkeit 
ist, das der Sicherheit wegen auf 5 Stunden ausgedehnt wurde. Selbst- 
verstindlich kommt man bei kleineren Mengen von Acetaldehyd oder 
Aceton in kiirzerer Zeit zum Ziele. Ferner fanden wir, daB auch unter 
den ungiinstigsten Bedingungen [Verhaltnis von Athylalkohol zu 
Acetaldehyd (Aceton) wie 1 : 9] die Verluste an Weingeist nicht gréBer 
sind. 





Uber die Spaltbarkeit von Atherschwefelsiuren 
der verschiedenen Reihen durch Sulfatase und iiber 
den Mechanismus der Sulfatasewirkung. 


VII. Mitteilung iiber Sulfatase. 


Von 
Carl Neuberg und Joachim Wagner. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Uber das Ferment Sulfatase, das vor 2 Jahren von C. Neuberg 
und AK. Kurono aufgefunden') wurde, ist durch Untersuchungen des 
hiesigen Instituts bisher folgendes*) bekannt geworden: Die pflanz- 
liche Sulfatase, die beispielsweise von Aspergillus oryzae hervorgebracht 
wird, hat sich als wirksam erwiesen gegeniiber den Salzen der Phenol- 
aitherschwefelsaure, der p-Kresolschwefelsiure*) und £-Naphthol- 
schwefeiséure*). Die Sulfatase spaltet die genannten atherschwefel- 
sauren Salze sowohl in rein wasseriget Lésung als im_natiirlichen 
Milieu, wie es im Harn vorliegt®). Da bei der enzymatischen Zerlegung 
gemaB der Gleichung 

R.OSO,K + H,O = R.OH + KHSO, 
Kaliumbisulfat, also in wisseriger Lésung freie Schwefelsaure, auftritt, 
so ist es notwendig, ein Neutralisationsmittel anzuwenden, das sofort die 
entstehende Schwefelsaure bindet und eine unspezifische Saurehydrolyse 
der Atherschwefelsiuren verhindert. Das gelingt leicht durch Zusatz 
von kohlensaurem Kalk oder dergleichen. Bei allen diesen Ferment- 
versuchen ist durch Beigabe von Toluol die notwendige Sterilitat ge- 
sichert worden. 

Bemerkenswerterweise findet sich nun die Sulfatase auch im 
animalischen Organismus*). Ihr Vorkommen an dieser Stelle ist um 
so beachtenswerter, als ja im Tierkérper die Bildung der typischen 


') ©, Neuberqg und K. Kurono, diese Zeitschr. 140, 295, 1923. 
*) Siehe C. Neuberg, Die Naturwissenschaften 12, 797, 1924. 
3) C. Neuberg und K. Linhardt, ebendaselbst 142, 191, 1923. 
*) J. Noquchi, ebendaselbst 144, 138, 1924. 

5) Derselbe, ebendaselbst 148, 186, 1923. 

®) C. Neuberg und E. Simon, ebendaselbst 156, 365, 1925. 
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Atherschwefelsiuren als eine Funktion des Stoffwechsels erfolgt. Die 
Organe von Tieren (Kaninchen und Meerschweinchen) wie von 
Menschen’) hydrolysieren die phenolitherschwefelsauren Salze. Auch 
Trockenpraparate, die durch einfache Entwasserung der Gewebe 
oder durch Behandlung mit Aceton gewonnen worden sind, spalten 
die atherschwefelsauren Salze, und ebenso verhalten sich die wasserigen 
Ausziige tierischer Zellen. 

Aus den vorliegenden Feststellungen ergibt sich, dab die ather- 
schwefelsauren Salze der einfachen Phenole (Phenol, p-Kresol sowie 
B-Naphthol) enzymatisch von der Sulfatase zerlegt werden. Es war 
nun fiir die Kennzeichnung der Sulfatase eine wichtige Aufgabe, zu 
untersuchen, welche Atherschwefelstiuren iiberhaupt spaltbar sind. Es 
wire denkbar gewesen, da die Wirkung des Ferments sich nur auf 
die in der Natur vorkommenden Athersulfate erstreckt hatte. Das 
ist jedoch nicht der Fall. Es hat sich namlich zunachst gezeigt, dab 
die einfachen Substitutionsprodukte des Phenols, dié m-Chlorphenol., 
p-Chlorphenol- und p-Bromphenol-dtherschwefelséure, durch die Pilz- 
sulfatase angegriffen werden. Auch die Nitrophenole, und zwar die 
drei isomeren o-, m- und p-Nitrophenole, werden aus den entsprechenden 
Athersulfaten, die synthetisch zuginglich sind, durch die Sulfatase 
in Freiheit gesetzt. Von komplizierter gebauten Phenolderivaten 
wurden das carvacrol-schwefelsaure Kalium sowie das vanillin-schwefel- 
saure Kalium untersucht und spaltbar befunden. 

Alle diese genannten neuen Verbindungen sind Derivate von Mono- 
phenolen. Wahrend die Hydrolyse des carvacrol-schwefelsauren und 
vanillin-schwefelsauren Kaliums nur unvollstandig blieb (7 bzw. 
40 Proz.), wurden die iibrigen Verbindungen zu 70 bis 100 Proz. durch 
das Enzym zerlegt. 

Von den mehrwertigen Phenolderivaten wurde die H ydrochinon-mono- 
schwefelséure, die bekanntlich auch in der Natur, und zwar im Pferde- 
harn, auftritt, von der Sulfatase angegriffen. Als ein weiterer Benzol- 
abkémmling wurde das Athersulfat der p-Oxybenzoesdure in Form des 
neutralen Dikaliumsalzes gepriift; hier wurde eine Hydrolyse bis zu 
68 Proz. erreicht. 

Die erwihnten Verbindungen gehéren der Benzolreihe an. Es ist 
nun bekannt. daB nach Einverleibung in den tierischen Organismus 
Substanzen der heterozyklischen Reihen gleichfalls als Atherschwefel- 
siuren zur Ausscheidung gelangen, beispielsweise Derivate des Chinolins 
und Indols. Daher wurden auch solche Kérper in den Kreis der 
Untersuchungen gezogen. Als Typen wurden verwendet die Kalium- 
salze der o0-Oxychinolin-schwefelsiure und der Indoryl-schwefelsdure ; 


1) L. Rosenfeld, diese Zeitschr. 157, 434, 1925. 
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namentlich die letztgenannte Verbindung beansprucht ein bedeutendes 
Interesse, da sie neben der Indoxyl-glucuronsiure die Mutter- 
substanz des Indigo liefernden Harnbestandteils darstellt. Eine An- 
gabe, die sich tiber die Indoxyl-schwefelsiure in der Literatur vor- 
findet, ist zu berichtigen. Ihre friihere, von 2. Baumann") beschrie bene 
bedeutende Zersetzlichkeit ist nicht einmal ihren Lésungen cigen, 
sobald die Verbindung wirklich rein ist. Sie wurde nach der vortreff- 
lichen Vorschrift von A.Jolles und EB. Schwenk*) aus synthetischem 
N-Acet-indoxyl bereitet. Offenbar ist es ein geringer Gehalt an Eisen 
oder ein solcher an einem anderen Katalysator*), der die ehemals an- 
genommene Zersetzlichkeit bedingt. Lésungen von wirklich reinem 
indoxyl-schwefelsauren Kalium konnten 1 Monat im Brutschrank bei 
37° belassen werden, ohne dab die geringste Spur von Indoxyl bzw. 
Indigo oder freier Schwefelsiure auftrat. In festem Zustande konnte 
das Salz in einer braunen Flasche 4 Monate unverindert aufbewahrt 
werden ; ob noch linger, wurde nicht festgestellt, da der Vorrat gleicher 
Fertigung nach dieser Zeit verbraucht war. 

Das indoxyl-schwefelsaure Kalium ist ebenfalls gut durch Sulfatase 
zerlegbar, zu etwa 68 Proz. innerhalb einer Zeit von 21 Tagen. Die 
Spaltbarkeit bleibt aber zuriick hinter der der Nitro- und Halogen- 
phenole. Auffalienderweise wurde sogar das Athersulfat des o-Oxy- 
chinolins besser enzymatisch hydrolysiert. 

Somit zeigt sich, dag die dtherschwefelsauren Salze von einfachen 
Phenolen und Naphtholen, von Dioxybenzolen, substituierten Phenolen, 
Phenolaldehyden sowie von Phenolcarbonsduren durch die Sulfatase zerlegt 
werden. Die Atherschwefelstiuren stickstoffhaltiger Ringsysteme, die des 
Chinolins und des Indols, werden gleichfalls gespalten. 

An dieser Stelle sei bemerkt, daB die verwendeten Substanzen 
simtlich synthetisch bereitet wurden. Wir verfiigen tiber zwei Methoden 
zur Darstellung von phenolitherschwefelsauren Salzen, erstens tiber 
das alte Verfahren von EF. Baumann*), das in der Einwirkung von 
Kaliumpyrosulfat auf die alkalische Lésung der Phenole besteht, 
und zweitens iiber das Verfahren von Verley-Czapek®), bei dem mit 
Chlorsulfonsiure in Pyridinlésung gearbeitet wird. Die letztgenannte 
Methode ist im allgemeinen ergiebiger. Sie gelangte stets zur An- 
wendung bis auf die Falle der Hydrochinon-mono-schwefelsaure und der 


') E. Baumann, H. 1, 60, 1877; Pfliigers Arch. 13, 285, 1876. 

2) E. Schwenk und A. Jolles, diese Zeitschr. 68, 347, 1915; 69, 467, 
1915. 

3) C. Neuberg und E. Schwenk, ebendaselbst 71, 219, 1915. 

*) BE. Baumann, B. 11, 1907, 1878. 

5) A. Verley, Bull. Soc. Chim. Paris [3] 25, 49, 1901; E. Czapek, 
Monatshefte f. Chem, 35, 635, 1914. 
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p-Oxybenzoesaure-schwefelsaure. Unter den genannten Verbindungen 
wurden neu dargestellt die atherschwefelsauren Kaliumsalze des o-, m- 
und p-Nitrophenols, des m- und p-Chlorphenols und des p-Bromphenols. 

Wie man sieht, gehéren alle die aufgezaihiten, durch die Sulfatase 
spaltbaren Verbindungen zum System des Benzols oder zu den ihm 
ahnlichen Ringtypen des Naphthols, Chinolins und Indols, also zu 
Substanzen, die mindestens einen aromatischen Kern enthalten und 
bei denen der Schwefelsiure—rest esterartig an einem phenolischen 
Hydroxyl haftet. 

Um nun iiber den Wirkungsbereich der Sulfatase weitere Auf- 
schliisse zu erlangen, wurden die Athersulfate anderer alkoholischer 
Gebilde untersucht. Zuniachst wurden das einfache dthylschwefelsaure 
Kalium und das amylschwefelsaure Natrium gepriift. Diese beiden 
aliphatischen Substanzen wurden nach den bisherigen Ergebnissen 
nicht als spaltbar befunden. Das gleiche negative Ergebnis zeigte sich 
bei den hydroaromatischen Verbindungen, die ja in ihrem Charakter 
den Koérpern der Fettreihe naher stehen als den Benzolabkémmlingen. 
Nicht gespalten wurden m-methyl-cyclohexanol-schwefelsaures Kalium, 
welches erstmalig nach der Chlorsulfonsiure-methode dargestellt wurde, 
sowie d- und l-borneol-schwefelsaures Kalium. Ganz dieser Regel gemaB 
ist auch das Athersuljat der Mandelséiure nicht spaltbar; denn hier 
ist die Schwefelsaure als Ester an die aliphatische Seitenkette gekniipft. 

Somit ist nicht die zyklische Struktur entscheidend fiir die 
Spaltbarkeit einer Verbindung durch Sulfatase, sondern es hat nach 
den bisherigen Erfahrungen den Anschein, dab ein Hydroxyl von aroma- 
tischem Charakter mit Schwefelsiure verestert sein mub, damit das 
Athersulfat dem Angriff durch das Enzym Sulfatase zugiinglich ist. 
In diesem Umstande kann man eine gewisse Analogie zum physio- 
logischen Verhalten erkennen. Phenol, Indoxyl sowie o-Oxychinolin'’) 
werden im Tierkérper hauptsiachlich mit Schwefelsiure gepaart, 
wahrend die hydroaromatischen und aliphatischen Substanzen vor- 
wiegend durch Bindung an Glucuronsiure entgiftet werden. Ganz 
scharf ist diese Trennung alllerdings nicht, indem Phenol und 
Indoxyl sich auf beide entgiftende Sauren, auf Schwefelsiure und 
auf Glucuronsiéure, verteilen, wobei freilich die Paarung mit Schwefel- 
siure haufig iiberwiegt. Es darf in diesem Zusammenhange auf 
die Beziehung hingewiesen werden, die auch rein duBerlich darin 
besteht, daB nach Erfahrungen von A. Kossel*), C. Neuberg und 
E. Kretschmer*®) sowie C. Neuberg und E. Schwenk*) schon kristallisierte 


1) C. Brahm, H. 28, 439, 1899. 

2) A. Kossel, H. 7, 292, 1883. 

3) C. Neuberg und E. Kretschmer, diese Zeitschr. 86, 15, 1911. 
*) C. Neuberg und E. Schwenk, ebendaselbst 79, 383, 1917. 
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Doppelverbindungen von gepaarten Atherschwefelsiuren und gepaarten 
Glucuronsauren isoliert werden kénnen. 

Weitere Untersuchungen betreffen sodann den Mechanismus der 
Sulfatasewirkung. Bereits vorher ist erwahnt worden, da wegen der 
autokatalytischen Wirkung des in Freiheit gesetzten Bisulfats ein 
Zusatz neutralisierender Agenzien bei den Ferment versuchen erforderlich 
ist. AuBerdem schon genannten Neutralisationsmittel, dem kohlensauren 
Kalk, wurde auch Bariumcarbonat gepriift. Trotz der sich éfter geltend 
machenden giftigen Wirkung des Barium-ions wurde im vorliegenden 
Falle keine Beeintrachtigung konstatiert, indem die Spaltung beispiels- 
weise beim phenol-schwefelsauren Kalium in Gegenwart von kohlen- 
saurem Barium und kohlensaurem Calcium ungefahr gleich weit fort- 
schritt. 

Mit dem indoxyl-schwefelsauren Kalium wurden vergleichende 
Versuche angestellt iiber die Wirkung verschiedener Sulfatasemengen. 
Sie lehrten, wie zu erwarten stand, dab mit steigender Fermentmenge 
die Hydrolyse zunimmt. Bei den Ansatzen mit indoxyl-schwefel- 
saurem Kalium trat besonders die Notwendigkeit zutage, als neutrali- 
sierende Bodenkérper ein reines Erdalkalicarbonat zu benutzen; denn 
jene an sich (s. 8.494) recht bestandige Substanz geht schnell zu- 
grunde, wenn freie Saure oder Schwermetallsalze in der Lésung zugegen 
sind. Versuche, die Neutralisationsmittel Calciumcarbonat oder Barium- 
varbonat durch Puffergemische, z. B. Natriumacetat-Essigsiure oder 
Dinatriumphosphat oder ein Gemisch von 1 Mol. Mononatriumphosphat 

2 Mol. Dinatriumphosphat, zu ersetzen, lehrten, daB hierdurch nichts 
gewonnen wird, sondern da sich die als Bodenkérper angewendeten 
Erdalkalicarbonate am giinstigsten verhielten. 

Durch die Heranziehung des Bariumcarbonats diirfte das Gleich- 
gewicht der fermentativen Hydrolyse verschoben werden, indem die 
in Freiheit gesetzten Sulfat-ionen entfernt werden. Beim Calcium- 
varbonat war der gleiche Effekt nachweisbar, man konnte ihn jedoch 
nur in schwiacherem Mabe erwarten gema der gréBeren Léslichkeit 
des Gipses. 

DaB man tatsichlich die Reaktion zu beeinflussen vermag durch 
Zusatz eines Mittels, das eines der Spaltungsprodukte entfernt, zeigten 
Versuche iiber die fermentative Zerlegung von phenol-dtherschwefelsaurem 
Kalium unter Beigahe von sehr viel Toluol (Zufiigung von Toluol in 
einer Quantitat von drei Vierteln des angewendeten Fliissigkeits- 
volumens). Da Toluol ein gutes Solvens fiir das abgespaltene Phenol 
bildet, schreitet die enzymatische Hydrolyse weiter fort als ohne grobe 
Toluolmengen (s. 8. 504). 

SchlieBlich wurde noch festgestellt, dap es sich bei der Pilz-sulfatase 
so wenig wie bei der tierischen Sulfatase um ein Enzym handelt, das an 
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feste Zellbestandteile gebunden ist: denn eine mit Wasser mazerierte Lésung 
des Ferments lieferte durch vollkommen klare Filtration eine Fliissigkeit, 
in der die Sulfatase in kaum vermindertem Mae wirksam war. 


Versuchsergebnisse. 

Die zu den folgenden Versuchen verwendeten atherschwefelsauren 
Salze wurden, wie schon im allgemeinen Teil angefiihrt wurde, meistens 
nach dem Verfahren von Verley-Czapek bzw. von Schwenk und 
Jolles bereitet. 

Nach dieser Methode bringt man die hydroxylhaltige Substanz, in 
Pyridin und Chloroform gelést, mit Chlorsulfonsiiure zusammen. Nach 
Verjagen der Lésungsmittel wird mit Kalilauge versetzt und das ent- 
standene atherschwefelsaure Kalium nach erneutem Einengen mit Alkohol 
extrahiert. Die Reinigung der noch chlor- und sulfathaltigen Substanzen 
geschah durch Umkristallisation aus sehr wenig Wasser, wodurch man in 
kurzer Zeit ein einwandfreies Salz erhalten konnte; die von Czapek 
empfohlene Methode der Kristallisation aus Alkohol bewihrte sich nicht 
so gut, da sie zwecks Gewinnung vdllig reiner Produkte sehr oft hinter- 
einander angewendet werden mute und deshalb betrachtliche Verluste 
mit sich brachte. Dieses Darstellungsverfahren erwies sich als weniger 
brauchbar bei der Bereitung vom Monoschwefelsiureester des Hydrochinons 
sowie vom Athersulfat der p-Oxybenzoesiiure; deshalb wurde in diesen 
Fillen die alte Methode von E. Baumann benutzt. Auch nach diesem 
Verfahren gelangten wir zu vollig reinen Substanzen. 

Nach jeder Neudarstellung eines atherschwefelsauren Salzes wurde 
durch genaue Analyse die Reinheit der gewonnenen Substanzen 
gepriift; auBerdem verschafften wir uns vor Ansatz jedes neuen Versuchs 
dariiber GewiBheit, ob durch die Aufbewahrung auch keine Zersetzung 
eingetreten war. 

Die atherschwefelsauren Salze wurden ausnahmslos in 1 proz. 
wisserigen Lésungen der Einwirkung des Enzyms ausgesetzt. Zur 
Wahrung der Sterilitét wurde stets 1 Proz. Toluol und zur Neutrali- 
sation der abgespaltenen Schwefelséure in den meisten Fallen gefilltes 
reines Calciumcarbonat in einer Menge von 4 Proz. vom Gewichte 
der Fliissigkeit hinzugegeben. 

Die Versuche wurden durchweg bei einer Temperatur von 35 bis 37° 
vorgenommen. 

Zusammen mit den eigentlichen Fermentversuchen wurde immer 
ein Teil der Salzlésung ohne Ferment unter sonst gleichen Bedingungen 
(Zugabe von Erdalkalicarbonat und dergleichen mehr) als Kontrolle 
aufbewahrt. Es zeigte sich, daB die Mehrzahl der verwendeten ather- 
schwefelsauren Salze, wenn sie urspriinglich wirklich rein gewesen sind, 
auch in wasseriger Lésung sehr bestindig ist, sich wahrend der Dauer 
der Versuche iiberhaupt nicht, oft sogar in Monaten sich nicht zersetzt. 

Zur Methodik der Schwefelsiure-analysen. sei noch folgendes be- 
merkt : 
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Nach dem Vorgehen von Neuberg und Mitarbeitern wurde in allen 
Fallen die vom Ferment unzersetzt gelassene Menge Atherschwefelsiure 
bestimmt, nachdem die wegen der Léslichkeit des Calciumsulfats zum Teil 
noch in Lésung befindliche, abgespaltene Schwefelsiiture und stérende 
Substanzen aus dem Fermentmaterial (Phosphate usw.) durch Fallung mit 
alkalischer Bariumsalzlésung (1 Teil Bariumchloridlésung und 2 Teile 
Barytwasser) entfermt worder. waren. Das alkalische Filtrat wird mit 
Salzsiture stark angesiuert und langere Zeit in lebhaftem Sieden gehalten. 
Es fallt zumeist grob kristallinisches Bariumsulfat aus, das leicht filtriert 
und zur Wiagung gebracht werden kann. 

Unmittelbar nach Ansatz eines jeden Versuchs wurden fiir eine 
Anfangsbestimmung des vorhandenen Schwefelsauregehalts 10,0 cem 
der Flissigkeit entnommen, in der oben beschriebenen Weise mit 15,0 ccm 
alkalischer Chlorbariumlésung im MeBkolben vermischt und mit Wasser 
auf 50,0 cem aufgefiillt. Nach dem Filtrieren wurden vom alkalischen 
Filtrat 35,0 cem, die also 7,0cem Urlésung entsprachen, zur Analyse 
verwendet. Ganz analog verfuhren wir auch bei allen weiteren 
Analysen. 

Als Fermentmaterial wurde ein aus dem Schimmelpilz Aspergillus 
oryzae stammendes Trockenpraparat, welches unter dem Namen 
Takadiastase in Japan und England im Handel ist, angewendet. Diese 
Takadiastase enthalt neben vielen anderen Enzymen auch die Sul- 
fatase in betrichtlicher Menge. DaB der Gehalt an Sulfatase jedoch 
keineswegs ein konstanter ist, zeigte sich schon bei verschiedenen 
Proben des japanischen Fermentmaterials, ganz besonders deutlich 
aber durch den Vergleich des japanischen Ferments mit einer aus 
England bezogenen Takadiastase. 

Deshalb sei als erster der angestellten Versuche folgender be- 
schrieben, der diese Unterschiede gut erkennen laBt. 

Es wurden nach den oben erlauterten Prinzipien verwendet: 
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Dazu kamen die entsprechenden Kontrollen, welche die einzelnen 
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Sodann sind eingehend als Substitutionsprodukte des Phenols 
die Athersulfate des m- und p-Chlorphenols, p-Bromphenols sowie der 
drei isomeren Nitrophenole untersucht worden. Die atherschwefelsauren 
Kaliumsalze aller dieser Substanzen wurden in sehr guten Ausbeuten 
nach der Chlorsulfonsiure-methode bereitet; dabei kristallisierten die 
Salze der Chlorphenole und des Bromphenols sowie die des m-Nitro- 
phenols in Analogie zu dem einfachen phenolschwefelsauren Kalium 
in prachtvollen, perlmutterartig glanzenden Blattchen, wahrend die 
Salze des o- und p-Nitrophenols in nadelférmigen Kristallen erhalten 
wurden. Samtliche Salze sind in Wasser leicht léslich, schwerer da- 
gegen in Alkohol, praktisch gar nicht léslich in Ather sowie in anderen 
organischen Selvenzien. Die Salze waren lange Zeit haltbar mit Aus- 
nahme des o-nitrophenol-schwefelsauren Kaliums, bei dem eine gréBere 
Neigung zur Zersetzung im festen Zustande auffiel als bei seinen Iso- 
meren. Auch der Hydrolyse durch Sulfatase scheint es leichter zu- 
ginglich zu sein. 

Die Salze wurden in der zuvor beschriebenen Weise in | proz. Lésung 
unter Zugabe von Calciumcarbonat und Toluol der Einwirkung des 
Fermentmaterials unterworfen. 

Die Ergebnisse der schwefelsiure-abspaltenden Wirkung sind der 
Einfachheit wegen in den TabellenI und Il zusammengefaBt. 

Die von samtlichen Salzen angefertigten Kontrollésungen zeigten 
nach den angegebenen Zeiten keine Spur einer Zersetzung. 





Tabelle I. 

. Als BaSO, | 
Pectin itt” | Femenmenge | Anaye nach | Recinmtet | Span 
com 8 g Proz. 
m-Chlorphenolsalz 15 0 0,0750 — 
100 1 0,0558 25,60 
3 0,0400 46,67 
| 7 | 0,0267 64,40 
| 11 | 0,0154 79,47 
p-Chlorphenolsalz || 15 0 | 0,0724 a 
100 1 0,0514 28,00 
3 0,0411 43,23 
7 0,0300 58,57 
1 0,0209 71,13 
p- Bromphenolsalz 15 0 0,0820 ~- 
100 l 0,0622 24,15 
3 0,0491 40,12 
7 0,0373 54,51 
1 0,0216 73,67 
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Tabelle 11. 





aes f =a mi Als BaSO, 
yp od ma Rea i Fermentmenge a yp eer Spaltung 
ccm g g Proz. 
o-Nitrophenolsalz 15 0 0.0816 — 
100 l 0,0522 32,35 
3 0,0311 61,89 
7 0,0095 88,36 
13 0,0000 100,00 
m-Nitrophenolsalz 15 0 0,0816 -- 
100 l 0,0562 31,13 
3 0,0375 54,05 
7 0,0177 - 7831 
13 0,0059 92,77 
p- Nitrophenolsalz 15 0 0,0816 —_ 
100 1 0,0582 28,68 
3 0.0327 59,93 
7 0.0126 84,56 
13 0,0000 100,00 


Sobald die enzymatische. Hydrolyse bei den drei nitrophenol- 
schwefelsauren Salzen angenihert 100 Proz. erreicht hatte, wurde der 
Versuch ausgefiihrt, aus den Reaktionsfliissigkeiten die abgespaltenen 
Nitrophenole zu gewinnen. 

Zu diesem Zwecke wurden die Ansitze zunachst filtriert, die 
Filter so lange mit heiBem Wasser ausgewaschen, bis das Wasser vollig 
farblos abfloB8; darauf wurden die Filtrate schwach mit Phosphorsiure 
angesiuert und sofort mit Ather mehrmals ausgeschiittelt. Die mit 
gegliihtem Natriumsulfat sorgfailtig getrockneten atherischen Ausziige 
wurden alsdann durch langsames Abdunsten auf dem Wasserbade 
eingeengt und die im Kolben zuriickgebliebenen Mengen Nitropheno! 
zur Wagung gebracht, nachdem vorher das Gewicht des leeren Kolbens 
ermittelt worden war. Die gefundenen Quantitaten stimmten recht 
gut mit den aus den Schwefelsiureanalysen errechneten Werten iiber- 
ein. Die drei Nitrophenole konnten durch die schon nach einmaliger 
Umkristallisation richtigen Schmelzpunkte identifiziert werden. 

DaB es sich nicht etwa um unverandert zuriickgewonnene ather- 
schwefelsaure Salze handelte, konnte, abgesehen von deren Unléslichkeit 
in Ather, auch dadurch bewiesen werden, daB die zuriickerhaltenen 
Substanzen nach Lésung in Wasser absolut keine Schwefelsaure- 
reaktion beim Kochen mit salzsaurer Bariumchloridlésung ergaben. 
GemaB der nicht bis ganz zum Ende fortgeschrittenen Hydrolyse beim 
m-Nitrophenol spaltete hier die ausgeatherte wasserige Fliissigkeit nach 
Behandlung mit alkalischer Chlorbariumlésung, Filtration und Kochen 
mit Salzsiure noch schwach Schwefelsiure ab; sie riihrte von dem 
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enzymatisch nicht zerlegten Rest an m-nitrophenol-schwefelsaurem 
Salz her. 

In analoger Weise wurden auch die dtherschwefelsauren Salze des 
Carvacrols und des Vanillins untersucht. Beide Salze waren nach der 
Chlorsulfonsaiure-methode dargestellt, und zwar nach dieser das carvacrol- 
schwefelsaure Kalium zum erstenmal. Die Ausbeuten waren besonders 
beim Carvacrol sehr gut. Das Carvacrolsalz schied sich in weiBen, 
nadelférmigen Kristallen ab. Die von B. Heymann und W. Kénigs") 
beobachtete leichte Zersetzlichkeit des Salzes konnte nicht bestatigt 
werden; vielmehr war eine Probe ein halbes Jahr ohne die geringste 
Zersetzung haltbar. Das vanillin-schwefelsaure Salz wurde in Uberein- 
stimmung mit Verley in gelblichen, leicht in Wasser léslichen Nadeln 
erhalten. 

Wahrend unter den gleichen Versuchsbedingungen das carvacrol- 
schwefelsaure Kalium nur wenig hydrolysiert wurde, zeigte sich beim 
Vanillinsalz eine recht weitgehende enzymatische Spaltbarkeit. In 
den Kontrollansitzen war nach den angegebenen Zeiten keinerlei Zer- 
legung zu erkennen. 

Die Ergebnisse waren folgende (s. Tabelle III): 


Tabelle 111. 





: | Als BaSO 
1 proz. Lésung von ather- Q | 4 » ‘ 
cciectsienmne, Gite Fermentmenge — | en Spaltung 
com 8 8 Proz. 
Carvacrolsalz 15 0 0.0723 ~- 
100 l 0,0712 1,52 
4 0,0686 5,12 
7 0,0673 6,92 
Vanillinsalz 15 0 0.0437 _— 
100 ] 0.0313 28,28 
2 0,0272 37,76 
5 0.0264 39,59 


Als Abkémmling eines zweiwertigen Phenols wurde das hydro- 
chinon-mono-schwefelsaure Kalium und als Derivat einer Benzolcarbon- 
siure das neutrale Dikaliumsalz der p-Oxybenzoesdure-schwefelstiure 
der Einwirkung der Sulfatase ausgesetzt (s. Tabelle IV). Wieder 
erwiesen sich die Kontrollésungen als resistent. 

In ihrem Verhalten gegeniiber der Sulfatase schlossen sich den 
bisher besprochenen einfachen Benzolabkémmlingen die Kaliumsalze 
der Indoxyl-schwefelsiure sowie der o-Oxychinolin-schwefelsdiure an, 
die beide nach den Vorschriften von Jolles und Schwenk bzw. von 


') B. Heymann und W. Kénigs, B. 19, 3309, 1886. 
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Tabelle IV. 





| | Als BaSO, 





: pean. Shane ven Sm Fermentmenge | —o | ee Spaltung 
ccm g g Proz. 
Hydrochinonmonosalz 15 0 0,0677 

100 2 0.0524 22,60 

4 0.0508 24,97 

9 0.0477 29,54 

21 0,0467 31,02 
p-Oxybenzoesiuresalz 15 0 0.0393 — 

100 1 0,0243 36,64 

4 0,0154 59.03 

10 0.0113 68,71 


Czapek dargestellt werden konnten. Im Falle des indoxyl-schwefel- 
sauren Kaliums vermochte man die enzymatische Zerlegung sogar 
deutlich mit dem Auge zu verfolgen, da namlich der als Spaltungs- 
produkt auftretende Indigo der Lésung schon nach ‘4stiindigem 
Stehen im Brutschrank einen griinlichen Farbton verleiht. Nach langerer 
Zeit fallt dann der Farbstoff in dichten blauen Flocken aus und erteilt 
zugleich der Toluolschicht eine rotstichige Farbung. Der abgeschiedene 
Indigo stért die Schwefelsiurebestimmung in keiner Weise, da er 
beim Vergliihen unter den iiblichen Kautelen sich verfliichtigt. 

Die Tabelle V mége die bei diesen Substanzen gewonnenen Er- 
gebnisse darstellen. Eine Verringerung des zugegebenen Ferment- 
materials auf etwa den achten Teil der sonst angewendeten Menge 


Tabelle V. 





1 proz. Lésung von ather- : Als BeSO, 
echwelelesnsem Gabe Fermentmenge — —— Spaltung 
com 8 g Proz 
Indicansalz 15 0 0.0572 _ 
100 l 0,0377 34,09 
3 0,0312 45,46 
5 0,0272 52,45 
9 0,0243 57,52 
21 0,0182 68,19 
Indicansalz 0.2 0 0,0629 — 
100 1 0,0598 4.93 
3 0.0586 6,84 
7 0,0572 9.06 
ll 0,0570 9,22 
o-Oxychinolinsalz 15 0 0,0829 _— 
100 l 0,0577 30,40 
3 0,0410 50.54 
7 0,0226 72,74 


1] 0.0114 86,25 
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hatte eine entsprechende Verminderung der Spaltung zur Folge. Die 
Kontrolle beim indoxy!schwefelsauren Kalium zeigte in diesem Falle 
gerade nach einem Monat Erscheinungen der beginnenden Zersetzung. 

Wahrend nun diese Substanzen, die sich simtlich auf einen ein 
aromatisches Hydroxyl tragenden Grundkérper zuriickfiihren lassen, 
mehr oder weniger leicht unter der Einwirkung der Sulfatase ihre 
Schwefelsiure abgeben, liegen, wie schon im allgemeinen Teil hervor- 
gehoben wurde, die Verhaltnisse bei den Kérpern der aliphatischen 
und hydroaromatischen Reihe wesentlich anders. 

Unter denselben Versuchsbedingungen sind die Alkalisalze der 
Athyl- und Amyl-schwefelséure durch Sulfatase nicht angreifbar. 
Ebenso verhielten sich die Kaliumsalze der d- und l- Borneol-schwefel- 
sduren und das der m-Methylcyclohexanol-schwefelsdure; \etzteres 
konnte in Analogie zu den Borneolsalzen durch Veresterung mit Chlor- 
sulfonsiure dargestellt werden und bildete schéne groBe, perlmutter- 
artig glanzende Blattchen. 

Ebenso wie die borneol-atherschwefelsauren Salze gegen Sulfatase 
resistent waren, zeigten sie auch eine bemerkenswerte Widerstands- 
fihigkeit gegen die Hydrolyse mit Sauren, ganz im Gegensatz zu 
den aromatischen Athersulfaten, die zum gréBten Teil sehr leicht 
durch Mineralsiuren zerlegt werden. Eine wirklich quantitative 
hydrolytische Zersetzung war nur mit dem von C. Neuberg und 
J. A. Mandel*) angegebenen Verfahren méglich. 

Wie schon erwahnt, fiihrten die Versuche auch beim Athersulfat 
der Mandelstiure zu einem negativen Resultat hinsichtlich des Ver- 
haltens zur Sulfatase. Dieses Salz konnte relativ leicht nach der 
Methode von Czapek gewonnen werden. Es ist in Wasser betrachtlich, 
in Alkchol und Ather sehr schwer léslich und kristallisiert in weiBen, 
nadelférmigen, meist fiicher- oder sternférmig aneinander liegenden 
Kristallen. 

Die Untersuchungen iiber den Mechanismus der Sulfatasewirkung 
wurden fast ausnahmslos mit dem leicht in gréBeren Mengen zu_ be- 
schaffenden phenol-schwefelsauren Kalium angestellt. 

Die Tabelle VI soll zunachst die fast gleichen Effekte von 
Calciumcarbonat und Bariumcarbonat in ihrer Eigenschaft als schwefel- 
saurebindende Bodenkérper sowie die giinstige Beeinflussung der 
Reaktion durch Zugabe einer gréBeren Menge Toluol dartun. 

Auf die erhéhte Spaltung bei Zusatz steigender Fermentmengen 
ist beim indoxylschwefelsauren Kalium schon hingewiesen worden. 

DaB der Bodenkérper, z. B. Calciumcarbonat, tatsichlich alle 
durch die Enzymtatigkeit frei werdende Schwefelsiure neutralisieren 


') C. Neuberg und J. A. Mandtl, diese Zeitschr. 71, 206, 1915. 
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Tabelle V1. 





1 proz. Lésung von Als BaSO, 


- Ferment- Verwendetes Toluol- Analyse 
athers —e menge Erdalkali- menge sa eee Spaltung 
carbonat Tagen z 

ccm g Proz 8 Proz. 

Phenolsalz 15 CaCO, l 0 0.0777 -- 
100 ] 0.0603 22.39 

3 —_ ~— 
6 0.0520 31,52 
12 0.0507 34,75 

Phenolsalz 15 Bac O, I 0 0,0777 _ 
100 l 0.0587 24.45 
3 0.0541 30,37 
6 0.0524 32,56 
12 0.0485 37,58 

Phenolsalz 15 Caco, 75 0 0.0777 —_ 
100 l 0.0554 28,70 
: 0.0464 40,28 
6 0.0438 43,63 
12 0.0423 45,56 


kann, wurde dadurch gezeigt, daB zu einer Lésung von phenolschwefel- 
saurem Kalium mit CaCQ, als Bodenkérper ohne Fermentzusatz die 
Menge Schwefelsiure hinzugegeben wurde, welche theoretisch aus der 
in Lésung befindlichen Menge von atherschwefelsaurem Salz frei werden 
kann. Die Schwefelsiure wurde in Zwischenriumen in Form von 
n H, SO, der Lésung hinzugefiigt. Es ergab sich hierbei, dab das CaCO, 
alle Schwefelsaure aufnimmt, da selbst nach Wochen eine Spaltung 
des Athersulfates durch die fraktioniert hinzugegebene Mineralsiure 
nicht nachgewiesen werden konnte. 

Auch sei bemerkt, da aus dem Fermentmaterial selbst keine 
Saure frei wird, da eine wisserige, mit 1 Proz. Toluol konservierte 
Takadiastaselésung nach einer Woche ihren py-Wert (6,8) nicht ge- 
aindert hatte. 

Erwahnt wurde schon, daB der Zusatz von sauren und basischen 
Puffergemischen keinen giinstigen EinfluB auf die Reaktion ausiibt, 
wie das schon C. Neuberg und K. Linhardt (|. c.) angegeben haben. 

DaB es sich bei den beschriebenen Vorgangen um ausgesprochen 
enzymatische Betatigungen handelt, wurde dadurch bewiesen, daB ein 
atherschwefelsaures Salz, in diesem Falle indoxyl-schwefelsaures Kalium, 
mit einer Sulfataselésung zusammengebracht wurde, die zuvor 2 Stunden 
im Wasserbade erhitzt gewesen war. Selbst nach 14 Tagen war nicht 
die geringste Zersetzung eingetreten. 

Weiter konnte belegt werden, da®B die Sulfatase zu den in 
Wasser leicht léslichen Fermenten gehért; denn wie die folgende 
Tabelle VII lehrt, auBert eine klar filtrierte Lésung des Enzyms die- 
selben spaltenden Fahigkeiten wie das feste Fermentmaterial. 
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Phenolsalz 


1,0 


10 


I proz. Lésung des Als BaSO, bestimmtes 


Ferments Analyse nach Athersultat 

ccm — 8 
100 0 0.0790 
(klar filtriert) 2 0.0545 
5 0.0534 
100 0 0.0759 
(nicht filtriert) 2 00,0526 
5 0.0491 


Spaltung 


Proz 


31,01 
32,41 
30,70 
3531 








Bemerkungen zu den Mitteilungen von E. Mislowitzer 
»Ein neues Potentiometer* und ,Eine neue Doppelelektrode 
in Becherglasform“'). 


Von 
Max Trénel. 


(Aus der PreuBischen Geologischen Landesanstalt Berlin.) 


(Eingegangen am 25, Juni 1925.) 


In der erstgerannten Mitteilung erhebt Herr Dr. Mislowitzer den 
Anspruch, eire neues Potentiometer angegeben zu haben, ,,dessen Bedienung 
leicht und dessen Stérungsmiglichkeit klein ist**. Demgegeniiber muB ich 
darauf hinweisen, daB ich ein solches Gerat bereits in einer Mitteilung vom 
31. Dezember 1923 beschrieben habe*). In meinem Potentiometer ist ein 
gegen Stromentnahme und Transport empfindliches Normalelement ver- 
mieden und durch eine Hilfsbatterie ersetzt, deren Spannung jederzeit 
durch ein MeBinstrument tiberwacht wird. Durch diese Einrichtung ist es 
miéglich, den Temperaturfaktor experimentell auszuschalten und die py 
direkt abzulesen. Da®B Herr Mislowitzer nur amerikanische Vorbilder 
kennen will, ist um so merkwiirdiger, als er mein ,,Acidimeter‘ in der 
Sitzung der Pharm. Gesellschaft vom 10. Dezember 1924 kennengelernt 
und zur Diskussion gesprochen hat. 

Beziiglich der ,,.Doppelelektrode™ fiihrt Herr Mislowitzer meine Arbeiten 
zwar beilaufig an, verschweigt aber den Kern der Sache, daB nimlich eine 
Elektrodenanordnung, in der beide Lésungen in einem Becherglas 
vereint — durch ein Diaphragma direkt in Beriihrung stehen, von mir eben- 
falls bereits beschrieben worden ist (siehe auch mein D. R.-P. 399410 vom 
7. Dezember 1923). 

In einer weiteren Arbeit ,,Uber eine einfache Vorrichtung fiir elektro- 
chemische Potentialmessungen* habe ich ausdriicklich gesagt: ,,Es wird eine 
einfache Vorrichtung zur potentiometrischen Bestimmung der aktuellen 
Aciditat unter Vermeidung elektrolytischer Stromschliissel angegeben‘’. Ob- 
wohl Herr Mislowitzer diese Arbeit zitiert, behauptet er dennoch, als erster 
die Vereinigung von beiden Elektroden in einem GefaB unter Fortfall von 
Hebern angegeben zu haben. 


1) Diese Zeitschr. 159, 68, 1925. 
2) Internat. Mitt. f. Bodenkunde 14, Heft 1; Zeitschr. f. Elektrochem. 
80, 544, 1924. 
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M. Trénel: Bemerkungen zu den Mitteilungen von E. Mislowitzer. DOT 


Der mit KCI getrankte Glasschliff des Herrn Dr. Mislowitzer ist nichts 
underes als ein Diaphragma und nur eine Ausfiihrungsform des von mir 
ausgesprochenen Gedankens, daB bei Verwendung von Chinhydron beide 
Lésungen sich direkt beriihren diirfen, ohne daB groBe Fehler auftreten. 
Die Tatsache selbst, daB die Fliissigkeitshaut ungefetteter Glasschliffe 
eine elektrolytische Verbindung darstellt, ist in der physikalischen Chemie 
allgemein bekannt?). 

Auf Grund dieser Tatsachen erhebe ich den Anspruch auf die Prioritit 
der von Herrn Mislowitzer beschriebenen angeblichen Neuerungen. Falls 
Herr Mislowitzer den Nachweis der Duplizitaét fiihren kann, so méchte 
ich doch auf die Art hinweisen, wie er meine Arbeiten, die ihm wohl- 
bekannt sind, zitiert, bzw. im Falle ,,Potentiometer*™ nicht zitiert. 


') Ostwald-Lutter, Hand- u. Hilfsbuch fiir Ausfiihrung phys.-chem. 
Messungen, 8. 378, zweiter Absatz von oben. Leipzig 1902. — Kohlrausch, 
Lehrbuch der prakt. Physik, Leipzig 1910, 8. 496, Zeile 20 von oben, 








Entgegnung auf vorstehende Bemerkungen des Herrn Trénel. 


Von 
Ernst Mislowitzer. 


(Eingegangen am 20, Juli 1925.) 


Herr Dr. Trénel meldet sich mit Prioritatsanspriichen gegeniiber 
meinen ,,angeblichen Neuerungen** und beschwert sich fiir den ihm un- 
wahrscheinlichen Fall einer Duplizitat tiber die ,,Art‘‘, wie ich ihn behandelt 
habe *'). 

Herr Trénel verlangt von mir den ,,Nachweis der Duplizitat‘*, so will 
ich also nachweisen, da eine Duplizitaét vorliegt. Sie zeigt sich aber 
durchaus nicht zwischen Herrn Trénel and mir, sondern — zwischen Herrn 
Trénel und anderen. - 

Damit liefere ich gleichzeitig eine ausreichende FErklarung fiir die 
»Art’, wie ich ihn zitiere, ,,bzw. im Falle des Potentiometers nicht zitiere“. 


I. 

Der von Herrn Trénel im Jahre 1925 eingeleitete Prioritatsstreit iiber 
die Bau-Idee eines Potentiometers kcmmt etwas spiit, da die Amerikaner 
schon 8 bis 1¢ Jahre lang fiber die verschiedene-tigsten Potentiometer 
verfiigen. Herr Trénel beginnt diesen Kampf richt gegen die eigentlichen 
Erfinder des Potentiometers, sondern mit falscher Front gegen mich, 
der ich in meiner Arbeit ganz deutlich die allgemeinen Prioritatsrechte 
der Amerikaner arerkannt und mich auf die kurze Beschreibung eines 
neuen‘, ein wenig vereinfachten Potentiometers beschrinkt habe. 
Wiahrend aus meiner Arbeit ersichtlich ist, daB ich an dem allgemeinen 
Prinzip des Potentiometers keinen Anteil habe, geht Herr Trénel, der 
ebensowenig Anteil daran hat, in seinen Arbeiten mit Stillsechweigen iiber 
die wissenschaftlichen Rechte der Amerikaner hinweg. Er kannte sie recht 
gut, wie aus der Diskussion zu seinem Vortrage im Dezember 1924 hervor- 
ging. 

Il. 

Herr Trénel hat also keinen Anspruch darauf, in Verbindung mit dem 
Prinzip eines Potentiometers zitiert zu werden. 

Da er aber eine spezielle Potentiometerkonstruktion angegeben hat, 
namlich ein tragbares Potentiometer, so kénnte er bei Beschreibung von 


1) In Briefen an meine itibergeordnete Dienststelle und auch an andere 
spricht er von der ,,in der Wissenschaft ungebrauchlichen und schwer 
verstandlichen Art‘. Ich selbst habe keinen Brief erhalten. 
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tragbaren Potentiometern fiir den Fall auf Erwihnung rechnen, daB er 
der erste oder der beste Erbauer eines solchen Gerites wire. Ich habe kein 
tragbares Potentiometer beschrieben, sondern ein Instrument, das nur 
in einem Laboratorium zur Anwendung kommen kann und soll!). Somit 
entfallt fiir mich bereits jeder Grund fiir eine Nennung des Herrn T'rénel. 
Selbst wenn ich aber ein transportables Potentiometer gebaut hatte, so wire 
Herr Trénel von mir ebensowenig zitiert worden, denn Herr Trénel ist 
weder der erste Erbauer eines solchen MeBgerites, noch hat sein Instrument 
gegeniiber den ilteren einen Vorzug. Nach meiner Ansicht ist eher das 
Entgegengesetzte der Fall. 

Da Herr Trénel aber als Erfinder des tragbaren Potentiometers gelten 
will und in seiner ersten Arbeit behauptet, daB es nur auf Grund seiner 
Elektrodenanordnung miglich sei, ein transportables MeBgerit zu erhalten, 
muB ich mit folzendem das Gegenteil beweisen: 


Ill. 

Herr Trénel schreibt im Jahre KatalogmiBige Beschreibung 
1924 ?): eines amerikanischen Apparates aus 

.Damit fallen die eingangs ge- dem Jahre 1921 *): 
schilderten Schwierigkeiten fort, die .. Portable Hydrogen-Ion 
die Anwendung der elektrischen Potentiometer.* 
Methode im Felde_ hisher — ver- ...,Standard cell, galvano- 
hinderten®), und es ist nun méglich®), meter, adjusting rheostat — all 
die gesamte zur Messung _not- are enclosed in a substantial oak 
wendige Apparatur in einem Kasten case 6 inches by 6 inches by 9% 
so zu vereinigen, daB auch der inches, provided with a carrying 
Nichtphysiker an Hand einer ein- strap. All parts are ruggedly con- 
fachen Gebrauchsanweisung die structed to withstand hard usage. 
elektrische Messung der Boden- This outfit will be found useful, 


aciditit im freien Felde ausfiihren not only in laboratory work, but 

kann,‘ jor field and plent survey and 
elsewhere where convenient  por- 
tahility is a desirable feature.* 


In der weiteren Beschreibung des amerikanischen Apparates steht iiber 
die Genauigkeit: ,,accuracy + 0,5 Millivolt (1% of a pg unit). Vergleicht 
man diese Zahlen mit den Daten iiber die Trénelsche Nacherfindung ®), so 
muB8B man dem alteren Apparat den Vorzug geben. Soviel tiber das Poten- 
tiometer. 

IV. 

In der Frage der Glasschliffelektrode kimpft Herr Trénel nicht nur 
um die Prioritét, sondern auch um sein vermeintliches Eigentum. Das 
erklart zur Geniige solche Ausspriiche wie ,,ein Glasschliff ist nichts anderes 
als ein Diaphragma*. Diese Behauptung ist so abwegig, daB sie einer 
besonderen Widerlegung nicht bedarf. Der patentrichterliche Beschlub 
ist in demselben Sinne erfolgt. 


1) Vel. meine Arbeit. 

2) Intern. Mitteilungen fiir Bodenkunde 1924, Heft 1. 

%) Im Original nieht gesperrt. 

*) H. Thomas Company, Philadelphia, Laboratory Apparatus and 
Reagents, Nr. 4832, 1921, 8. 247 
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Weiterhin bezeichnet Herr Trénel die elektrische Leitung durch einen 
Glasschliff als lingst bekannt. Die geradlinige Fortfiihrung einer derartigen 
Argumentation ist, daB er die elektrische Leitung durch einen Tonzylinder, 
wie sie in jedem Klingelelement stattfindet, bis zum Jahre 1924, also bis 
zur Anwendung durch Herrn T'rénel, fiir unbekannt erklart! 

Zu allem Ungliick sagt er von meiner Glasschliffelektrode sogar gleich- 
zeitig, daB sie unter vein Patent falle, und daB ihr Prinzip seit langem be- 
kannt sei, Der alleinige SchluS hieraus ist daB er sein Patent zu Unrecht 
erhalten hat! 

Do Herr Trénel aber mir den Nachweis der .,.Duplizitit*S ~igeschoben 
hat, so muB ich ihn ebenfalls wieder fiihren. Und wieder bes die Dupli- 
zitat nicht zwischen Herrn Tré%el und mir, sondern zwis ‘Yerrn Trénel 
und den Amerikanern. 

Sein ,,Erfindungsyedanke** aus dem Jahre 1924, die heberlose Tauch- 
elektrode, findet sich in einem Katalog des Jahres 1921') abgebildet. Auf 
diesem: Bilde aus dem Jahre 12] stelit ei tragbares Potentiometer in Ver 
bindung mit einer Tauchelektrode, garz tihnilich der Abbildung des Herrn 
Trénel in der Arbeit aus dem Jahre 1924*)! 

Im Gegensatz zu der Behauptung des Herrn Trénel stellt die Anwendung 
der Leitfahigkeit eines Glasschliffes auf ein ElektrodengefaB eine wesentliche 
Vereinfachung und Neuerung dar, die auf bequemste Weise einen hohen 
technischen Effekt erméglicht. 


1) Leeds und Northrup, Philadelphia, Potentiometerkatalog, Nr. 7694, 
1921, S. 40; Calomel and Hydrogen Elektrode. Dip type. 
*) Intern. Mitteilungen fiir Bodenkunde 1924, Heft 1. 


Berichtigung. 


L. Jendrassik und H. Tangl, Die Atropinhemmung und die Wirkung 
einiger organischer Séuren am Darm. Diese Zeitschr. 159, 346, 1925, Abb. 7, 
unterste Zeile: statt .,Na-Acetat unwirksam‘“ ist ,,Na-Acetat wirksam* 
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